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EXOSOMES MODIFIES ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne les domaines de la biologie et de I'immunologie. 
Elle est relative a des vesicules membranaires comportant des molecules, notamment 
antigeniques, de structure predeterminee, et a leurs utilisations. Elle concerne plus 
particulierement des vesicules comportant des molecules recombinantes du complexe 
majeur d'histocompatibilite, et leur utilisation comme immunogene ou comme outil 
diagnostique ou therapeutique. L'invention est egalement relative a des methodes de 
production de ces vesicules, des constructions genetiques, cellules et compositions, 
utilisables pour la mise en oeuvre des methodes de l'invention. 

La specificite de la reconnaissance antigenique est une caracteristique majeure des 
cellules du systeme immunitaire. Les lymphocytes B reconnaissent les antigenes sous 
forme native. Les lymphocytes T reconnaissent les complexes formes par l'association de 
peptides provenant de la degradation d'antigenes avec des molecules du Complexe Majeur 
d'Histocompatibilite (CMH). Les peptides, derives des antigenes synthetises par les 
cellules de Torganisme (antigenes tumoraux ou viraux), s'associent aux molecules de 
classe I du CMH qui sont reconnues par les lymphocytes T cytotoxiques. Les peptides 
derives d'antigenes exogenes s'associent aux molecules de classe II du CMH qui sont 
reconnues par les lymphocytes T auxiliaires. Lidentification des peptides presentes par 
les molecules du CMH et reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) ou 
auxiliaires (CD4) a ete a Torigine de nouvelles strategies therapeutiques et vaccinales. 
Cette evolution des immunotherapies necessite le developpement de techniques 
devaluation de la reponse immunitaire specifique d'antigenes. 

Les peptides antigeniques s ! associent avec les molecules du CMH dans des 
compartiments intracellulaires. Pour les molecules de classe II, ceux-ci sont composes de 
vesicules, contenues dans un granule plus large appartenant a la voie endocytique (Peters 
et aL, Nature 349 (1991) 669). Leur fusion avec la membrane plasmique aboutit, d'une 
part, a l'expression de complexes peptide-CMH a la surface cellulaire et d'autre part, a la 
secretion de ces vesicules appelees exosomes. 

Les travaux de Raposo et aL (J. Exp. Med. 183 (1996) 1 161) ont montre que les 
lymphocytes B sont capables de secreter des vesicules exosomes, portant des molecules 
de classe II du CMH. En outre, Zitvogel et al. (Nature Medicine 4 (1998) 594) ont mis en 
evidence la production de vesicules membranaires particulieres par les cellules 
dendritiques (designees dexosomes), ayant des proprietes avantageuses. Ainsi, ces 
vesicules expriment des molecules des classes I et II du CMH, et sont capables, apres 
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sensibilisation aux antigenes correspondants, de stimuler in vivo la production de 
lymphocytes T cytotoxiques et de provoquer la regression totale ou partielle de tumeurs. 

La presente invention concerne de nouvelles methodes et compositions utilisables 
dans les domaines de la biologie et de Timmunologie. Plus particulierement, la presente 

5 invention decrit de nouvelles vesicules membranaires dont la composition a ete modifiee 
de maniere determinee. En particulier, la presente invention decrit une nouvelle methode 
permettant la production, a fa?on, de vesicules exprimant des molecules du complexe 
CMH de composition connue, eventuellement complexees a des peptide antigeniques de 
structure determinee. La presente invention permet done de modifier la composition de 

10 vesicules membranaires de fa^on controlee, et done de creer des produits particulierement 
avantageux sur le plan therapeutique, diagnostique ou meme experimental. 

Ainsi, les vesicules decrites jusqu'a present comportent, dans le meilleur des cas, les 
molecules du CMH endogenes, e'est-a-dire les molecules du CMH exprimees par la 
cellule dont elles sont issues. De ce fait, ces molecules sont de structure variee, pas 

15 toujours identifiees, et generalement multiples, selon le type HLA de Torganisme dont 
elles sont issues. Au contraire, la presente invention permet de produire des vesicules 
membranaires portant des molecules du CMH de composition defiirie. En outre, les 
vesicules de Tinvention presentent Tavantage d'etre tres riches en molecules du CMH ainsi 
determinees, et d'offrir un puissant pouvoir immunogene. 

20 La presente invention concerne notamment des vesicules membranaires comprenant 

des molecules de structure predeterminee, notamment des molecules du CMH de structure 
predeterminee. La presente invention concerne en particulier des vesicules membranaires 
comprenant des complexes CMHpeptide de structure predeterminee. La presente 
invention concerne egalement une methode de modification de la composition d'une 

25 vesicule membranaire comprenant Introduction, dans une cellule productrice d'une telle 
vesicule, d'un acide nucleique comprenant une region hybride composee d'une region 
codante fusionnee a une region d'adressage, ou d ! un acide nucleique codant pour une 
proteine ou polypeptide qui, seule ou associee a une ou plusieurs proteines, est 
naturellement adressee dans ces vesicules membranaires. 

30 La presente invention concerne egalement des vesicules membranaires comprenant 

des molecules antigeniques definies, ancrees dans la partie membranaire. De telles 
molecules peuvent etre exposees a Texterieur des vesicules ou, au contraire, renfermees 
dans la fraction cytosolique. La presente invention concerne encore des vesicules 
membranaires comprenant des molecules de structure predeterminee, exposees a leur 

35 surface, permettant leur purification, notamment par des methodes d'affinite. La presente 
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invention conceme aussi des vesicules membranaires telles definies ci-dessus comprenant 
en outre un marqueur. Un tel marqueur permet notamment la detection des vesicules dans 
un echantillon, par exemple leur suivi in vivo. 

L'invention concerne egalement un procede de preparation des vesicules definies ci- 

5 dessus, ainsi que l'utilisation de ces vesicules. Ainsi, ces vesicules peuvent etre utilisees 
comme immunogene, pour la preparation d'anticorps. De maniere particulierement 
avantageuse, ces vesicules sont utilisees pour produire des anticorps restreints au CMH, 
c'est-a-dire, specifique d'un complexe peptide-molecule du CMH. 

Un premier objet de l'invention reside plus particulierement dans une vesicule 

10 membranaire, caracterisee en ce qu ! elle comporte une molecule recombinante du 
complexe majeur d'histocompatibilite. 

Le terme vesicule membranaire designe au sens de T invention notamment toute 
vesicule composee d'une bicouche lipidique renfermant une fraction cytosolique. Ces 
vesicules sont generalement produites par relargage, a partir de cellules, et sont de ce fait 

15 egalement designees dans la presente demande par le terme "exosome". Les vesicules 
membranaires (ou exosomes) selon l'invention ont generalement un diametre de 60 a 80 
nm environ. En outre, ces vesicules portent, avantageusement, des proteines 
membranaires qui sont dans la meme orientation que dans la membrane plasmique des 
cellules dont elles sont issues. 

20 La presente invention montre maintenant qu'il est possible de modifier la 

composition des exosomes, de maniere controlee et specifique. Plus particulierement, la 
presente invention montre qu ! il est possible de produire des vesicules membranaires 
exprimant des complexes moleculaires recombinants de composition (pre)determinee. 
Comme illustre plus loin dans la presente description, de telles vesicules presentent des 

25 proprietes particulierement avantageuses, tant sur le plan therapeutique que diagnostique 
et experimental. 

La presente invention decoule tout d'abord de la selection de populations 
cellulaires particulieres pour la production des vesicules membranaires. La presente 
invention resulte egalement de la mise en evidence qu ! il est possible d'introduire dans 
30 ces cellules, par voie genetique, des molecules recombinantes, et que ces molecules sont 
ensuite exprimees de maniere fonctionnelle et dense dans les exosomes. 

Uun des premiers elements de Tinvention reside done dans la definition et 
Identification de la population cellulaire utilisee pour la production des vesicules 
membranaires. Avantageusement, la cellule utilisee est une cellule comportant des 
35 vesicules internes de secretion, cultivable, modifiable genetiquement, et, 
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preferentiellement, dont les vesicules internes peuvent etre secretees sous l'effet d'une 
stimulation exteme. II s'agit essentiellement de cellules de mammifere, en particulier de 
cellules animales, mais egalement de cellules d'origine humaine. Par ailleurs, il peut 
s'agir de cultures primaires ou de lignees immortalisees. 

De mamere particulierement avantageuse, les cellules de depart sont essentiellement 
depourvues de molecules du CMH, c'est-a-dire n'expriment pas ou peu de molecules du 
CMH endogene. Cette caracteristique peut s'averer tres importante dans certaines 
applications, comme il sera illustre plus loin. 

Differents types de cellules productrices d'exosomes ont ete decrits dans la 
litterature, tels que par exemple les cellules dendritiques ou les lymphocytes B. 
Neanmoins, ces cellules sont generalement difficiles a transfecter et riches en molecules 
du CMH endogenes. De ce fait, bien qu'elles puissent etre utilisees pour la mise en 
oeuvre de l'invention, les vesicules de la presente invention sont plus preferentiellement 
susceptibles d'etre obtenues a partir de cellules de mastocytes ou derivees de mastocytes. 

Dans un mode de realisation particulier, les vesicules membranaires selon 
Invention sont preferentiellement preparees a partir de cellules de mastocytes ou derivees 
de mastocytes. 

Les mastocytes regroupent un ensemble de types cellulaires derives de precurseurs 
medullaires, residant, apres differentiation, dans des epithelia comme la peau, le poumon, 
l'intestin ou la rate (Smith et Weis, Immunology Today . 17 (1996) 60). Ces cellules se 
caracterisent essentiellement par le fait que leur cytoplasme est majoritairement constitue 
de granules qui contiennent de l'histamine, ainsi que de l'heparine ou des proteases, et en 
ce qu'elles expriment a leur surface des recepteurs de haute affinite pour les 
immunoglobulins E (IgE). En outre, un autre avantage de l'utilisation de mastocytes 
selon l'invention reside dans la possibilite de declencher (en particulier de stimuler 
fortement) l'exocytose (i.e., la liberation) des exosomes par diff6rents traitements. Ainsi, 
il est possible de reguler la production des vesicules par traitement en presence d'un 
ionophore calcique ou, de maniere plus physiologique, par la stimulation des recepteurs 
de haute affinite pour les IgE. 
30 Ces cellules presentent des proprietes particulierement avantageuses pour la mise en 

oeuvre de la presente invention, a savoir la presence de vesicules internes de secretion, la 
possibilite de les cultiver et d'induire une exocytose massive. En outre, il a maintenant ete 
montre, comme decrit dans les exemples, que ces cellules peuvent egalement etre 
modifiees genetiquement de maniere stable, ce qui represente une propriete 
35 particulierement avantageuse pour la mise en oeuvre de la presente invention. 
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Plus specifiquement, les vesicules selon Tinvention ont un diametre de 60 a 80 nm 
environ, et sont produites a partir de cellules de mastocytes ou derivees de mastocytes. 

Dans un mode prefere, les vesicules membranaires de Tinvention sont 
essentiellement depourvues de molecules du CMH endogenes. L'absence de molecules 

5 endogenes du CMH (c'est-a-dire de molecules du CMH de la cellule productrice des 
vesicules) peut etre mise en evidence au moyen d ! anticorps specifiques, par les techniques 
classiques. Elle peut egalement etre mise en evidence par la selectivity des anticorps 
obtenus par immunisation avec les vesicules. Comme indique dans les exemples, les 
vesicules de Tinvention sont, dans un mode particulierement avantageux, capables 

10 d'induire, chez 1 ! animal, une production d 1 anticorps specifiques des molecules 
recombinantes definies exprimees par elles, sans detection d ! anticorps diriges contre les 
cellules non modifiees genetiquement. Le terme "essentiellement" depourvu designe le 
fait que certaines molecules du CMH peuvent etre presentes en quantites tres faibles, 
difficilement detectables par les methodes classiques, et sans interference notable sur la 

15 specificite antigenique des vesicules de Tinvention. 

Des vesicules membranaires particulieres selon Tinvention sont plus specifiquement 
caracterisees par les proprietes suivantes: 

- elles sont essentiellement depourvues de molecules du CMH endogenes, 

- elles portent une ou des molecules recombinantes de structure definie, par exemple 
20 des complexes peptide-CMH recombinants, de composition definie. 

De telles vesicules de Tinvention sont avantageusement produites a partir de cellules 
derivees de mastocytes, qui sont essentiellement depourvues de molecules du CMH 
endogenes. A cet egard, il est connu que les mastocytes accumulent dans leur granules de 
secretion des molecules de classe II du CMH. En particulier, les mastocytes sont capables 

25 d'accumuler de maniere preferentielle les complexes CMH-II-peptide dans des 
compartiments intracellulaires multivesiculaires particuliers, les granules de secretion 
(Raposo et al., Mol. Biol. Cell 8 (1997) 2619). Ces cellules, prelevees chez un 
mammifere, comportent done des molecules du CMH endogenes. De maniere 
particulierement avantageuse, on utilise dans le cadre de la presente invention des lignees 

30 de cellules derivees de mastocytes, essentiellement depourvues de molecules du CMH 
endogenes. Differentes lignees de cellules mastocytaires ont ete decrites dans la 
litterature. La presente demande montre maintenant que certaines de ces lignees 
possedent des niveaux faibles de molecules du CMH, et sont done particulierement 
avantageuses pour la mise en oeuvre de Tinvention. A titre illustratif, on peut citer 

35 notamment des lignees derivees des cellules RBL (Rat Basophicil Leukemia), deposees a 
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l'ATCC sous le numero CRL1378 (Kulczycki et al., J. Exp. Med. 139 (1974) 600), la 
lignee KU-812 (Butterfield et al., Leukemia Res. 12 (1988) 345), ou encore des cellules 
d'une lignee de mastocytes immatures humains, telle que la lignee HMC (Nilsson et al., 
Scand. J. Immunol. 39 (1994) 489). Un exemple particulier de lignee est la lignee RBL - 
2H3 (Barsumian et al, Eur. J. Immunol. (1 1 (1 981) 317). II est entendu que toute autre 
cellule presentant les proprietes enoncees ci-dessus peut etre mise en oeuvre. 

Dans le cadre de la presente invention, l'expression "composition definie" designe 
plus particulierement le fait que les vesicules de l'invention possedent par exemple une 
grande sp6cificite antigenique et d'haplotype. Ainsi, les vesicules decrites dans l'art 
anterieur expriment generalement des molecules du CMH d'haplotypes divers et 
inconnus. Au contraire, les vesicules preferees de l'invention expriment des molecules 
recombinantes dont l'haplotype est predetermine de maniere precise. Le terme 
"recombinant" indique que la molecule resulte de l'expression, dans la cellule productrice 
des vesicules, d'un acide nucleique recombinant codant pour cette molecule. Les 
vesicules membranaires selon la presente invention sont done plus preferentiellement 
produites a partir de cellules, etablies en lignees, qui sont modifiees genetiquement pour 
exprimer des constituants de structure predeterminee. 

Comme indique ci-avant, les vesicules de l'invention expriment avantageusement 
des molecules definies du CMH. 

Les molecules du CMH humain se regroupent dans deux classes distinctes, les 
molecules du CMH de classe I et les molecules du CMH de classe II. 

Dans un mode particulier de realisation, les vesicules selon l'invention expriment 
une ou plusieurs molecules recombinantes du complexe majeur d'histocompatibilite de 
classe II. A cet egard, les molecules du CMH humain de classe II sont composees de deux 
chaines, une chaine a et une chaine p, la chaine p conferant la specificite allelique au 
complexe. 

Dans une variante specifique, les vesicules selon l'invention expriment plus 
particulierement une chaine a recombinante d'une molecule du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe II. Dans une autre variante specifique, les vesicules selon 
l'invention expriment plus particulierement une chaine a et une chaine p recombinantes 
d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II. 

Differents types de molecules du CMH II humaines ont ete identifies, caracterises et 
sequences (voir par exemple Immunogenetics 36 (1992) 135). On peut citer a titre 
preferentiel les molecules de type DR1 a DR13, notamment DR1, DR2, DR3, DR4, DR5, 
DR6 et DR7. L'ADN codant pour les DR humains, en particulier les DR1 a 13, peut etre 
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aisement isole a partir de cellules, banques ou plasmides par les techniques classiques de 
biologie moleculaire. Ces sequences ont notamment ete decrites dans Bodmer et al. 
(Tissue antigens 44 (1994) 1). De preference, les exosomes selon Tinvention expriment 
done une molecule du CMH de classe II comprenant une chaine a et une chaine p 
5 selectionnees parmi les haplotypes DR1 a DR13, encore plus preferentiellement DR1 a 
DR7. 

Dans un exemple specifique, Tinvention concerne toute vesicule membranaire 
comprenant une chaine a et/ou P recombinante d f une molecule du CMH-II d'haplotype 
DR1. 

10 Dans un autre mode de realisation, les vesicules selon Tinvention expriment une ou 

plusieurs molecules recombinantes du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I. 
Les molecules du CMH classe I sont composees egalement de deux chaines, la chaine a 
transmembranaire et polymorphique, et la p2-microglobuline, qui est constante et soluble. 
Chez Thomme, trois locus genetiques codent pour la chaine a , designes A, B et C. Dans 

15 les molecules de CMH-I classiques, chaque locus A, B et C de la chaine a est soumis a 
une variation allelique. Ainsi, on denote les alleles Al, A2, A3, etc. A10, Bl, B7, B37, 
B54, etc., CW3, CW6, etc. (voir par exemple Bodmer et ai. precitee et Immunogenetics 
36, 1992, precitee). 

Preferentiellement, les exosomes de Finvention expriment une chaine a d'une 
20 molecule du CMH-I classique, e'est-a-dire transmembranaire et polymorphique. Encore 
plus preferentiellement, il s'agit d'une chaine a d'une molecule du CMH-I d'allele Al, A2 
ou A3. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, les exosomes selon Tinvention 
expriment une chaine a d'une molecule du CMH-I non-classique, e'est-a-dire non- 
25 polymorphique. En effet, par opposition aux CMH-I dits "classiques", soumis a un 
polymorphisme important, il existe chez Thomme des molecules du CMH-I "non- 
classiques", qui sont essentiellement non polymorphiques. De telles molecules ont par 
exemple ete decrites dans Bendelac et al. (Ann. Rev. Immunol. (1997) 535). Un 
exemple prefere de CMH-1 non-classique selon Finvention est represents par la molecule 
30 Cdl. 

II est entendu que tout autre molecule du CMH-I humain peut etre exprimee dans le 
cadre de la presente invention. 

Dans un exemple specifique, Tinvention concerne done toute vesicule membranaire 
comprenant une proteine recombinante d'une molecule du CMH-I. 
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Dans une variante particuliere, les vesicules de l'invention component plusieurs 
molecules du CMH de classe I et/ou II. Ainsi, une vesicule avantageuse comporte par 
exemple 2 molecules du CMH-II d'haplotypes differents, ou plus. Toute autre 
combinaison de molecules du CMH est bien entendu possible, telle que par exemple des 
CMH-I et CMH-II. 

Les vesicules de l'invention exprimant un ou plusieurs complexes du CMH definis 
sont particulierement avantageuses puisqu'elles permettent de presenter un peptide 
antigenique donne, dans un contexte MHC defini. A cet egard, dans un mode plus prefere 
de l'invention, les vesicules membranaires comportent un complexe entre un peptide 
defini et la molecule recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite. 

Les vesicules de l'invention peuvent par ailleurs comporter une ou plusieurs autres 
molecules d'interet, heterologues, en plus ou a la place des molecules du CMH 
mentionnees ci-dessus. A cet egard, dans une variante particuliere, l'invention conceme 
des vesicules membranaires produites a partir de cellules de mastocytes ou derivees de 
mastocytes, caracterisees en ce qu'elles comportent une ou des molecules heterologues 
d'interet. Le terme cellule "derivee" de mastocytes designe des lignees transformees et/ou 
immortalisees et/ou obtenues a partir de cellules de mastocytes ou de basophiles et 
presentant des proprietes de cellules de mastocytes (accumulation de vesicules internes de 
secretion). Le terme "heterologue" indique que la molecule d'interet n'est pas presente, 
20 sous cette forme, dans les exosomes de l'invention a l'etat naturel. 

Les molecules d'interet portees par ou contenues dans les exosomes de l'invention 
peuvent etre toute proteine, polypeptide, peptide, acide nucleique, lipide, ainsi que toute 
substance d'interet (de nature chimique, biologique ou synthetique). Ces molecules 
peuvent etre de nature recombinante, et etre introduites dans la cellule productrice ou 
directement dans/sur les exosomes. Des types plus particulierement preferes de 
molecules d'interet sont notamment des molecules du CMH, des antigenes (entiers ou 
sous forme de peptides), des ligands de recepteurs, des recepteurs (specifiques) de 
ligands, des acides nucleiques, des produits pharmacologiques, des marqueurs ou encore 
des peptides ou proteines permettant une purification des vesicules. 
30 Comme antigene, on peut citer plus particulierement toute proteine, notamment 

cytoplasmique, d'origine virale ou tumorale. A titre d'exemples preferes de proteines 
d'origine virale, on peut citer notamment toute proteine cytoplasmique ou membranaire 
exprimee par les virus EBV, CMV, VIH, rougeole, hepatite, etc. II s'agit plus 
preferentiellement des proteines cytoplasmiques, c'est-a-dire essentiellement invisibles au 
35 systeme immunitaire dans le processus d'infection classique, et done faiblement 



25 



WO 00/28001 




PCT/FR99/02691 



9 

immunogenes dans les conditions naturelles ou egalement de proteines ou fragments de 
proteines membranaires. A titre d ! exemples preferes de proteines d'origine tumorale, on 
peut citer notamment les proteines p53 (sauvage ou toute forme mutee presente dans une 
tumeur), MAGE (notamment MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE 4, MAGE 5 et 

5 MAGE 6), MART (notamment MART 1), la GplOO, les proteines ras (p21 sauvage ou 
mutees), etc. II est entendu que toute autre proteine d'interet peut etre exprimee dans ou a 
la surface des exosomes de l'invention, en suivant Tenseignement de la presente demande. 

A cet egard, les molecules antigeniques recombinantes peuvent etre presentes soit a 
la surface des vesicules (exposees), soit a l'interieur des vesicules. En effet, de maniere 

10 particulierement surprenante, les inventeurs ont montre que des vesicules de l'invention 
contenant, dans leur cytosol, un antigene recombinant (notamment p53) etaient capables 
d'induire, chez I'animal, une production tres elevee d'anticorps diriges contre cet antigene. 

Parmi les recepteurs de ligands, on peut citer, de maniere generate, tout recepteur de 
ligand naturel ou issu de manipulations g6netiques. En particulier, il peut s'agir de tout 

15 recepteur d'hormone, facteur de croissance, lymphokine, facteur trophique, antigene, etc. 
On peut citer plus particulierement les recepteurs des interleukines IL1 a IL15, le 
recepteur de Thormone de croissance, ou le recepteur de facteurs de stimulation de 
colonies de granulocytes et/ou macrophages (G-CSF, GM-CSF, CSF, etc). Un exemple 
particulier de recepteur de ligand est compose d'un anticorps simple-chaine (ScFv), qui 

20 permet Tinteraction avec un ligand specifique. Un autre exemple particulierement 
avantageux au sens de l'invention est represents par le recepteur a Tantigene des 
lymphocytes T (TcR). Des exosomes de Tinvention exprimant a leur surface un ou 
plusieurs TcR definis constituent des outils d'analyse et de diagnostic particulierement 
avantageux, comme il sera detaille plus loin. 

25 Comme produit pharmaceutique, on peut citer toute substance active, de nature 

chimique, telle que par exemple des produits pharmaceutiques prepares par les techniques 
de chimie conventionnelles. On peut egalement citer toute proteine, polypeptide ou 
peptide ayant une activite biologique, tel que par exemple une toxine, une hormone, une 
cytokine, un facteur de croissance, une enzyme, un suppresseur de tumeur, etc. 

30 L'acide nucleique peut etre tout ADN ou ARN codant pour une proteine, 

polypeptide ou peptide pharmacologique tel que mentionne ci-dessus, ainsi que tout autre 
acide nucleique presentant une propriete particuliere (antisens, antigene, promoteur, 
represseur, site de liaison d'un facteur transcriptionnel, etc.). II peut s ! agir d'un 
oligonucleotide, d ! une phase codante, d f un chromosome artificiel, etc. 
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Les vesicules de l'invention portant un recepteur de ligand peuvent etre utilisees 
pour la detection de toute interaction de type recepteur-ligand, en particulier de faible 
affmite, dans tout echantillon biologique, comme il sera explique plus en details dans la 
suite du texte. D'autre part, de telles vesicules peuvent egalement etre utilisees pour 
vehiculer les substances d'interet (proteine, peptide, nucleique acide, substance chimique, 
etc.) vers des cellules. Ainsi, les exosomes de l'invention peuvent etre utilises, de maniere 
generate, pour le transport et le transfert de toute molecule dans des cellules, in vitro, ex 
vivo ou in vivo. L'invention concerne done toute vesicule telle que decrite ci-avant 
comprenant une molecule heterologue d'interet, utilisable comme vecteur de transfert de 
ladite molecule dans une cellule. 

Dans un mode plus prefere, les exosomes de l'invention sont utilises pour le 
transfert oriente de substances d'interet vers des populations cellulaires selectionnees. 
Ainsi, il est possible de preparer des vesicules de l'invention comportant une substance 
d'interet (une toxine, une hormone, une cytokine, un acide nucleique recombinant, etc.) et 
exprimant a sa surface un recepteur de ligand ou un ligand de recepteur, et de mettre en 
contact lesdites vesicules avec des cellules exprimant le ligand ou le recepteur 
correspondent. Cette approche permet done un transfert cible et efficace. 

A cet egard, un objet particulier de l'invention reside dans une vesicule telle que 
definie ci-avant, caracterisee en ce qu'elle exprime un recepteur de ligand et en ce qu'elle 
comporte une molecule heterologue d'interet. 

Les vesicules de l'invention peuvent en outre comporter un peptide ou une proteine 
recombinant permettant une purification des vesicules. Ainsi, l'invention decrit en effet la 
possibility de modifier genetiquement la composition des exosomes, et done de leur faire 
exprimer une molecule "etiquette" particuliere, permettant sa purification. En particulier, 
il est possible d'obtenir un exosome exposant un peptide de structure particuliere, qui peut 
etre aisement detecte et capte par une molecule receptrice. Dans un exemple particulier, 
un exosome est produit comportant, dans sa structure, une molecule peptidique 
comprenant le motif His6 (i.e., 6 residus histidine consecutifs). La presence d'un tel 
residu a la surface des exosomes permet leur purification aisee sur support fonctionnalise 
avec du nickel. D'autres peptides recombinants de ce type peuvent etre utilises, comme 
par exemple le tag c-myc, VSV ou HA. 

Enfin, dans une variante particuliere, les vesicule selon l'invention comportent en 
outre un marqueur. Le marqueur peut etre de nature differente (enzymatique, fluorescent, 
radioactif, etc.) et present dans la vesicule ou a sa surface. Un marquage prefere est non- 
radioactif, comme par exemple un marquage fluorescent. Plus preferentiellement, le 
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marquage utilise est un fluorochrome ou une enzyme a substrat chromogenique. Le 
marquage peut etre realise directement sur la cellule productrice, ou bien sur les exosomes 
produits. 

L'invention concerne egalement toute composition comprenant une ou plusieurs 

5 vesicules membranaires telles que definies ci-dessus. Les compositions de Tinvention 
peuvent en outre comprendre une pluralite de vesicules membranaires telles que definies 
ci-dessus, portant des molecules recombinantes differentes. En particulier, une 
composition selon Tinvention peut comprendre des vesicules membranaires telles que 
definies ci-dessus, portant des molecules recombinantes du CMH d'haplotypes differents 

10 en association avec un meme peptide antigenique. II peut s'agir egalement de 
compositions comprenant des vesicules membranaires telles que definies ci-dessus, 
portant des molecules recombinantes du CMH d'un meme haplotype, associees a 
differents peptides antigeniques, par exemple. D'autres combihaisons de vesicules selon 
Tinvention sont bien entendu possibles. 

15 Les compositions de Tinvention comprennent generalement un vehicule tel qu f une 

solution tampon, saline, physiologique, etc., permettant de preserver la structure des 
vesicules. Elles peuvent en outre comprendre tout agent stabilisant, tensio-actif, etc., de 
preference compatible avec un usage biologique (in vitro ou in vivo). Ces compositions 
peuvent etre conditionnees dans tout dispositif approprie, tel que tube, flacon, ampoule, 

20 flasque, poche, etc, et stockees a 4°C ou a -20°C, par exemple. Des compositions 
typiques selon Tinvention comprennent de 5 a SOOjig d ! exosomes, par exemple de 5 a 
200 jig. 

Les vesicules de Tinvention sont obtenues a partir de cellules genetiquement 
modifiees. Comme indique plus haut, la presente invention resulte en effet de la mise en 
25 evidence qu'il est possible d'introduire dans certaines cellules, par voie genetique, des 
molecules recombinantes, et que ces molecules sont ensuite exprimees de maniere 
fonctionnelle et dense dans les exosomes. 

Pour la production des vesicules de Tinvention portant des molecules recombinantes 
de composition determinee, un premiere etape consiste done a introduire, dans une cellule 
30 productrice de vesicules, telle que definie ci-dessus, les constructions genetiques 
permettant Texpression de la (ou des) molecule(s) recombinantes selectionnee(s). 

Les constructions genetiques utilisees pour la production des cellules peuvent 
comprendre, de maniere generale, une region codante placee sous le controle d ! un 
promoteur fonctionnel dans la cellule utilisee (cassette d ! expression). 
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Generalement, le promoteur utilise est done un promoteur fonctionnel dans les 
cellules mammiferes. II peut s'agir d'un promoteur viral, cellulaire ou bacterien, par 
exemple. II peut s f agir d'un promoteur constitutif ou regule, de preference permettant une 
expression a des niveaux eleves de proteine dans la cellule. Parmi les promoteurs 

5 utilisables, on peut citer a titre d'exemple le promoteur precoce immediat du 
cytomegalovirus (CMV), le promoteur du SV40, le promoteur du gene de la thymidine 
kinase, notamment HSV-1 TK, le promoteur du LTR d'un retrovirus, notamment LTR- 
RSV, ou encore un promoteur endogene fort des cellules de mastocytes. Un mode de 
realisation particulierement prefere comprend Tutilisation du promoteur SRa, tel que 

10 decrit plus en details dans les exemples. 

La region codante utilisee est generalement composee d'un ADN, complementaire, 
genomique ou synthetique (par exemple modifie pour comporter certains introns ou pour 
avoir un usage de codons preferentiel). Plus generalement, il s'agit d'un ADNc. Cet acide 
nucleique peut etre obtenu par toutes les techniques connues de la biologie moleculaire, et 

15 notamment par criblage de banque, amplification, synthese, coupures et ligatures 
enzymatiques, etc. 

Selon le type de region codante utilisee, certaines modifications peuvent par ailleurs 
etre apportees a la construction. Ainsi, il peut etre particulierement avantageux dans 
certains cas d ! introduire dans la region codante une sequence de signalisation, permettant 

20 d'adresser le produit d ! expression dans un compartiment particulier de la cellule, en 
particulier vers un compartiment membranaire (interne, plasmique, etc.). Ce signal 
d'adressage peut etre positionne en amont (5'), en aval (3 f ) ou a Tinterieur de la region 
codante. Preferentiellement, le signal d f adressage est positionne en 3' de la region 
codante, plus particulierement dans sa region cytoplasmique, et en phase de lecture avec 

25 la region codante. L'emploi d'un signal d'adressage peut etre particulierement utile pour 
favoriser Paccumulation du produit d'expression dans ou a la surface d'un compartiment 
intracellulaire donne, notamment dans ou a la surface des vesicules de secretion. Ce 
mode de mise en oeuvre est particulierement adapte a Texpression d'une molecule telle 
qu'un peptide etiquette, un antigene, une molecule du CMH-I ou encore un ligand de 

30 recepteur. En revanche, de maniere particulierement avantageuse, la presente demande 
montre que des molecules du CMH-II humaines peuvent etre exprimees directement, sans 
ajout de signal particulier, dans des vesicules secretrices de cellules de mastocytes, meme 
xenogeniques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est possible en particulier 
35 d'utiliser comme signal d'adressage un fragment d'acide nucleique ayant la sequence d'une 
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partie des genes suivants : Lampl, CD63, LIMPII, Cdlc, FcyR. Ces genes component en 
effet des regions codant pour des signaux d'adressage de la proteine vers les 
compartiments de 1'endosome des cellules (Sandoval et Bakke, Trends in Cell Biol. 4 
(1994) 292). Un signal d'adressage utilisable dans la presente invention repond par 

5 exemple a la formule G-Y-X-X-I, dans laquelle X represente tout residu d ! acide amine. 
Un signal d ! adressage particulierement adapte a la presente invention est compose du 
peptide signal de la proteine LAMP1 de sequence SHAGYQTI. Un autre type de signal 
permettant Tadressage vers les compartiments membranaires, comprend tout ou une partie 
d'une region transmembranaire de proteine. 

10 L'adressage du produit d'expression vers les compartiments cellulaires permettant 

la presence de ce produit dans les exosomes peut egalement etre realise en fiisionnant la 
region codante a tout ou partie d'une region codant une proteine membranaire ou trans- 
membranaire, notamment une proteine membranaire ou trans-membranaire exprimee 
dans les exosomes. Dans ce contexte, un mode particulier de realisation de l'invention 

15 comprend Pintroduction d'un produit recombinant dans un exosome par expression de ce 
produit dans la cellule productrice, sous forme d'une fusion avec une proteine 
membranaire ou trans-membranaire. Un exemple particulier de telle proteine est par 
exemple la proteine recombinante du CMH introduite dans la cellule productrice, 
notamment une chaise beta, de preference une chaine beta du CMH de classe II. Ainsi, 

20 les resultats presentes dans les exemples montrent qu'une telle fusion permet 
d'accumuler efficacement tout polypeptide d'interet dans un exosome, sans alterer ses 
proprietes ni celles de la molecule du CMH. Cet aspect de la presente invention constitue 
un nouveau concept de vectorisation de produits recombinants dans un exosome, et peut 
etre applique a tout produit recombinant, introduit dans tout type d' exosome. A cet egard, 

25 Finvention concerne done tout exosome comprenant une molecule recombinante de 
fusion entre un polypeptide d'interet et un signal d'adressage. II peut s'agir d'un exosome 
produit a partir d'une cellule de mastocyte, dendritique, tumorale ou egalement d'un 
lymphocyte B, par exemple. Le polypeptide d'interet peut etre un antigene (ou fragment 
d'antigene) ou tout autre produit biologique d'interet. Le signal d'adressage peut etre tout 

30 peptide, polypeptide ou proteine ayant la propriete de dinger le produit de fusion vers un 
compartiment membranaire, notamment intracellulaire, tel que defini ci-avant. II s'agit 
avantageusement d'une chaine d'une molecule du CMH. 

Dans un mode particulier de l'invention, ces vesicules sont produites par 
introduction dans la cellule productrice d'un acide nucleique chimere, codant une 
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proteine de fusion comprenant le produit recombinant lie a Textremite C-terminale d'une 
chaine beta d'une molecule du CMH, de preference du CMH de classe II. 

Dans les constructions utilisees, la region codante est liee de maniere fonctionnelle 
au promoteur, de maniere a permettre son expression dans les cellules. 

Par ailleurs, les constructions de Tinvention peuvent avantageusement comprendre 
une region, placee en 3* de la region codante, qui specifie un signal de fin de transcription 
(region polyA par exemple). 

Les cassettes d'expression selon l'invention font avantageusement partie d'un 
vecteur, de type plasmidique, viral, episomal, chromosome artificiel, etc. A cet egard, un 
tel vecteur comprend avantageusement un systeme permettant la selection des cellules le 
contenant. En particulier, les vecteurs comprennent avantageusement un gene codant 
pour un produit conferant une resistance a un agent, par exemple a un antibiotique 
(ampicilline, hygromycine, geneticine, neomycine, zeocine, etc.). Dans un mode 
particulier de mise en oeuvre, chaque vecteur comporte une seule cassette d'expression 
telle que decrite ci-avant. Dans ce mode de realisation, les cellules sont done modifiees 
par introduction de plusieurs vecteurs, lorsque plusieurs molecules sont a exprimer dans 
les vesicules (par exemple une chaine a et une chaine p de CMH-II). Dans ce mode de 
realisation chaque type de vecteur utilise comprend avantageusement un systeme de 
selection different, permettant de selectionner aisement de multiples transfectants. 

Dans un autre mode de realisation, un vecteur peut comprendre plusieurs cassettes 
d'expression telles que definies ci-avant, par exemple Tune codant une chaine a et 1'autre, 
une chaine |3 de CMH-IL 

Les vecteurs utilises sont preferentiellement de type plasmidique, et component par 
exemple une origine de replication bacterienne permettant leur manipulation et leur 
production aisees in vitro. De tels vecteurs peuvent notamment etre construits a partir de 
plasmides de type pBR322, pUC, pBS, pSR, etc. 

Pour la production d'exosomes selon Tinvention, des cellules modifiees 
genetiquement sont done mises en oeuvre, exprimant les molecules selectionnees. Ces 
cellules modifiees genetiquement sont preparees par introduction, dans des cellules 
choisies comme defini ci-dessus, des constructions genetiques definies ci-avant. 

L'introduction des constructions genetiques peut etre realisee de differentes fa9ons, 
essentiellement selon le type de cellule utilise. Ainsi, le transfert des acides nucleiques 
peut etre realise par toute technique connue telle que electroporation, precipitation au 
phosphate de calcium, agent chimique (peptide cationique, polymeres, lipides, etc.), 
balistique, etc. Dans le cas de vecteurs viraux, le transfert est generalement obtenu par 



WO 00/28001 




PCT/FR99/02691 



15 

simple infection des cellules. Les quantites de vecteur utilisees peuvent par ailleurs etre 
adaptees par Thomme du metier en fonction du type de transfert et des cellules utilisees. 
A cet egard, une methode particulierement efficace pour Introduction des acides 
nucleiques dans les mastocytes comprend Telectroporation des vecteurs. 
5 D'autre part, lorsque plusieurs constructions (vecteurs) doivent etre introduces dans 

les cellules, celles-ci peuvent etre transferees simultanement ou de maniere sequentielle. 

Apres transfert, les cellules ayant effectivement incorpore les acides nucleiques sont 
selectionnees et clonees sur la base de leur resistance a un compose (e.g., antibiotique) 
grace au gene de resistance present dans PADN ayant ete transfere. Ces cellules peuvent 
10 etre utilisees extemporanement pour la production d ! exosomes de l'invention, ou bien etre 
stockees en vue d ! une utilisation ulterieure. A cet egard, les cellules peuvent etre 
conservees a 4°C dans un milieu de conditionnement usuel pendant une periode suffisante 
pour permettre differents lots de production d'exosomes. Les cellules peuvent egalement 
etre conservees sous forme congelee (par exemple dans 1'azote), en vue d'utilisations 
15 ulterieures. A cet egard, il est ainsi possible selon la presente invention de constituer des 
banques de cellules productrices d ! exosomes ayant des proprietes particulieres. En 
particulier, il est possible selon l'invention de constituer des banques de cellules 
exprimant les principaux types HLA des molecules de classe II du CMH. De ce fait, il est 
alors possible, selon les applications envisagees et selon le type HLA du sujet, de choisir 
20 dans la banque les cellules productrices des molecules du CMH correspondant, sans 
devoir reconstruire ces cellules au cas par cas. 

A cet egard, un objet particulier de Tinvention reside dans une cellule productrice 
d'exosomes telle que definie ci-avant, en particulier une cellule de mastocyte, 
caracterisee en ce qu'elle comporte un acide nucleique recombinant codant pour une 
25 molecule du complexe majeur d'histocompatibilite. L'invention concerne aussi toute 
cellule productrice d'exosomes telle que definie ci-avant, en particulier une cellule de 
mastocyte, caracterisee en ce qu'elle comporte un acide nucleique recombinant codant 
pour une chaine invariante li, notamment modifiee pour comprendre un peptide 
antigenique a la place de la region CLIP, ou pour un peptide permettant la purification 
30 de Texosome. 

Plus particulierement, il s'agit d'une cellule mammifere, notamment d'origine 
animale, en particulier de rongeur. II peut egalement s ! agir d ! une cellule d'origine 
humaine. Dans un mode plus particulier, il s f agit d'une lignee cellulaire derivee d*un 
mastocyte, telle que notamment une lignee mastocytaire d ! une leucemie a basophile. A 
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titre d'exemple particulier, on peut citer les cellules de la lignee RBL, notamment RBL- 
2H3, les cellules de la lignee KU-812 ou HMC-1. 

Preferentiellement, l'acide nucleique recombinant code pour une chaine a et/ou p 
d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II et/ou pour une 
molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I. Dans un autre mode de 
realisation, la cellule comprend plusieurs acides nucleiques codant respectivement pour 
une chaine a et une chaine p d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de 
classe II. 

La presente invention permet de produire, de maniere simple et reproductible, des 
quantites importantes d'exosomes de composition connue. Pour la production des 
exosomes, les cellules modifiees genetiquement decrites ci-dessus sont cultivees dans un 
milieu approprie, et les exosomes sont recuperes. 

Un objet particulier de l'invention reside ainsi dans un procede de production d'un 
exosome comportant une molecule recombinante definie, comprenant les etapes 
suivantes: 

a) la culture d'une cellule de mastocyte ou derivee de mastocyte comportant un 
acide nucleique recombinant codant pour ladite molecule recombinante definie, 

c) la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
comprenant ladite molecule recombinante definie. 

Avantageusement, le procede selon l'invention comprend en outre une etape 
intermediate b) au cours de laquelle les cellules sont stimulees pour induire et/ou 
augmenter la secretion des exosomes. 

D'autre part, le procede de l'invention permet la production de vesicules dans 
lesquelles la molecule recombinante definie est exposee a l'exterieur de l'exosome, ou 
est incluse, en partie ou en totalite, dans la fraction cytosolique de l'exosome. 

Comme indique ci-avant, dans le procede de 1'invention, la molecule recombinante 
peut etre, par exemple, une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite, une 
molecule antigenique, un ligand de recepteur, un recepteur de ligand ou un peptide de 
purification, ou tout autre polypeptide d'interet. En outre, comme explique ci-avant, 
dans certains modes de realisation, l'acide nucleique utilise dans le procede comprend en 
outre une region codant pour un signal d'adressage vers les compartiments 
membranaires, notamment les vesicules internes de secretion, du mastocyte. 

Un autre objet particulier de l'invention reside dans un procede de production d'une 
vesicule membranaire, comprenant 
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- la culture d ! une cellule productrice d'exosomes, comprenant un acide nucleique 
recombinant codant pour une molecule recombinante du CMH, en particulier de classe I 
ou II, notamment humaine, et 

- la recuperation des exosomes produits, le cas echeant apres stimulation de 
5 l'exocytose. 

A cet egard, Tinvention concerne egalement un procede de preparation d'un 
exosome comportant un complexe peptide-CMH de composition definie, caracterise en 
ce qu f il comprend: 

- la culture d f une cellule productrice d'exosomes comportant un ou plusieurs acides 
10 nucleiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH, et, 

- la mise en contact des exosomes avec le ou les peptides. 

15 Pour la mise en oeuvre de Tinvention, le ou les peptides utilises peuvent etre des 

peptides de synthese, des melanges de peptides, des extraits cellulaires, par exemple un 
melange de peptides extrait de cellules tumorales. Le ou les peptides peuvent etre sous 
forme isolee, ou purifiee ou, comme indique cidessus, de melange. Par ailleurs, apres 
mise en contact des exosomes avec les peptides, les exosomes peuvent etre isoles ou 

20 purifies selon les methodes conventionnelles. 

Dans une autre variante, Tinvention concerne un procede de preparation d ! un 
exosome comportant un complexe peptide-CMH de composition definie, caracterise en 
ce qu'il comprend: 

- la culture d f une cellule productrice d'exosomes comportant un ou plusieurs acides 
25 nucleiques recombinants codant pour vine molecule recombinante definie du CMH et un 

acide nucleique comprenant une region codant pour un peptide recombinant defini, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH associee audit 

30 peptide recombinant. 

Plus particulierement, dans ce procede, 1'acide nucleique comprenant une region 
codant pour le peptide recombinant code pour un derive de la chaine invariante li, dans 
laquelle la region CLIP a ete deletee et substitute par ledit peptide. Ce mode de 
realisation assure une grande specificite dans la formation du complexe peptide-CMH. 
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Dans une autre variante, I'acide nucleique comprend une region codant pour le 
peptide et une region d'adressage vers les compartiments intracellulaires. En outre, 
I'acide nucleique peut comprendre plusieurs regions codant pour un meme ou pour des 
peptides antigeniques differents. 

Preferentiellement, les cellules productrices utilisees dans le precede sont des 
cellules de mastocyte ou derivees de mastocyte. Dans ce mode de realisation, la 
stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes est preferentiellement 
realisee au moyen d'un ou plusieurs ionophores calciques, ou par des IgE. 

Dans un mode de realisation particulierement prefere, les cellules productrices 
utilisees dans le precede sont essentiellement depourvues de molecules du CMH 
endogene. 

Un autre objet de l'invention conceme un precede de modification de la 
composition d'un exosome, comprenant 

- Introduction dans une cellule productrice d'exosomes d'un acide nucleique codant 
pour une molecule definie, liee a un signal d'adressage dans les compartiments 
membranaires, et 

- la production d'exosomes a partir de ladite cellule. 

Ce precede permet avantageusement de produire des exosomes exprimant des 
molecules recombinantes definies et variees. 

Les exosomes de l'invention peuvent etre utilises dans de nombreuses applications, 
telles que par exemple comme outils d'analyse, de diagnostique, therapeutique ou 
experimental. Ainsi, ils peuvent etre utilises pour l'analyse de la reponse T antigene 
specifique ; pour l'etude des interactions recepteur/ligand de faible affinite ou une 
multimerisation des differents partenaires est necessaire afin d'augmenter l'avidite de ces 
complexes moleculaires, depassant ainsi le champs des applications immunologiques ; 
sur le plan diagnostique ou therapeutique, ainsi que pour la production d'anticorps 
particuliers, notamment d'anticorps restreints au MHC. Ces differentes applications et 
d'autres sont illustrees ci-apres. 

a) Utilisation pour la production d'anticorps 

L'une des premieres applications des exosomes de l'invention reside dans la 
production d'anticorps. En effet, en raison de la composition definie des exosomes de 
l'invention, il est possible de produire des anticorps de specificite determinee. En outre, 
comme le montrent les exemples, les exosomes de l'invention ont des proprietes 
immunogenes tres fortes, notamment en raison de la densite elevee des complexes 
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CMH-peptide a ieur surface, de leur fonctionnalite, et de leur presentation efficace au 
systeme immunitaire. 

Les anticorps ainsi produits peuvent etre des polyclonaux ou des monoclonaux. lis 
peuvent etre prepares par les techniques classiques de Timmunologie, comprenant 

5 Timmunisation d'animaux, et le prelevement des serums (anticorps polygonaux) et/ou la 
fusion des lymphocytes spleniques avec des cellules de myelomes non productrices 
d'immunoglobulines (pour generer des hybridomes producteurs de monoclonaux). 

Un autre objet de l'invention conceme done des anticorps ou fragments d'anticorps 
produits par immunisation avec des exosomes tels que decrits ci-avant. Les fragments 

10 d'anticorps peuvent etre par exemple des Fab, (Fab')2 , ScFv, etc., et, plus generalement, 
tout fragment conservant la specificite de Tanticorps. En particulier, l'invention 
concerne un precede de preparation d'anticorps, comprenant Timmunisation d ! un animal 
avec un exosome tel que decrit ci-avant, portant un complexe peptide-CMH defini et la 
recuperation des anticorps et/ou des cellules produisant des anticorps ou impliquees dans 

15 la reponse immunitaire. Avantageusement, le precede de l'invention permet la 
production d'anticorps monoclonaux, notamment restreints au CMH, e'est-a-dire 
specifiques de Tassociation CMH-peptide. De preference, dans le precede de 
l'invention, on utilise des exosomes essentiellement depourvus de molecules CMH 
endogenes, qui exprirnent des complexes recombinants CMH-peptide, et qui sont 

20 produits a partir d'une cellule autologue vis-a-vis de Tanimal chez lequel Timmunisation 
est realisee. Ainsi, comme montre dans les exemples, cette methode permet d'obtenir, 
sans besoin d'adjuvant, des anticorps puissants diriges contre le peptide, notamment des 
anticorps restreints au CMH, e'est-a-dire specifiques du peptide dans sa conformation 
associee a la molecule definie du CMH. De tels anticorps sont particulierement 

25 avantageux sur le plan experimental, diagnostique et therapeutique. En outre, les 
anticorps selon l'invention peuvent etre marques par toute technique connue 
(enzymatique, fluorescente, radioactive, etc), selon les methodes connues de Thomme du 
Metier. 

30 b) Applications diagnostiques 

Les exosomes et anticorps de l'invention possedent des proprietes avantageuses 
pour une utilisation diagnostique. 

Ainsi, les anticorps ou fragments d'anticorps obtenus selon l'invention peuvent etre 
utilises dans toute application diagnostique, pour la detection, dans un echantillon 
35 biologique, de la presence d'antigenes specifiques correspondants, grace a Temploi de 
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differentes techniques classiques, telles que la cytometric de flux, rimmunohistochimie 
ou rimmunofluorescence, par exemple. Dans le cas particulier des anticorps restreints 
au MHC, ils permettent avantageusement la detection des complexes CMH-peptides 
correspondants, et done le diagnostique de pathologies correspondantes. Ces anticorps 
peuvent notamment etre appliques au diagnostic de pathologies impliquant un defaut de 
reponse ou une reponse inappropriee du systeme immunitaire afin de determiner 
l'expression d'un antigene, prealablement defini, sous une forme reconnaissable par des 
lymphocytes T. Par exemple et de maniere non exhaustive, on peut envisager le 
diagnostic: 

- de pathologies tumorales ou la detection sur les prelevements tumoraux de 
diffSrents peptides issus de proteines comme p53, Her2, MAGE, BAGE, Mart, GP100 
associees aux molecules de classe I du CMH peut permettre le phenotypage de la tumeur 
et faciliter le choix d'une therapeutique ; 

- de maladies virales a im stade preinfectieux ou latent, ou le virion ne peut etre 
detecte (hepatite, les infection par le VIH, le CMV et d'autres virus) 

- de maladies autoimmunes comme la Sclerose en plaque, le Diabete autoimmun, la 
Thyroidite autoimmune, la Polyarthrite rhumatdide, le Lupus erythemateux dissemine, 
ou la detection de molecules du CMH presentant des peptides derives d'auto-antigenes 
peut constituer le signe avant coureur d ! une poussee evolutive de la maladie. 

Les exosomes selon Tinvention sont egalement utilisables pour la detection de 
partenaires specifiques d'une molecule proteique dans un echantillon biologique. Ainsi, 
les exosomes de Vinvention portant des complexes CMH-peptides sont utilisables pour 
detecter des lymphocytes T specifiques de ces complexes dans des echantillons 
biologiques, par exemple dans differentes situations pathologiques, notamment dans les 
pathologies decrites ci-dessus. A cet egard, les exosomes peuvent etre marques par tout 
systeme de marquage connu de Vhomme du metier (enzymatique, fluorecent, radioactif, 
etc.) pour permettre leur detection dans des echantillons biologiques. 

Dans un mode particulier, Tinvention reside done dans Vutilisation d'exosomes 
marques, notamment fluorescents, tels que decrits ci-avant, pour la detection de 
lymphocytes T specifiques de complexes peptide antigenique -CMH dans un echantillon 
biologique. Uechantillon biologique peut etre tout echantillon de sang, serum, tissu, 
tumeur, biopsie, peau, urine, etc. En outre, Techantillon biologique peut etre pretraite 
par exemple pour dissocier les cellules, amplifier les cellules en culture, preparer des 
fractions membranaires, etc. Avantageusement, Techantillon biologique provient d f un 
organisme humain. A cet effet, Tinvention concerne egalement une methode pour la 
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detection de la presence de lymphocytes T specifiques de complexes antigene-CMH 
dans un echantillon biologique, comprenant la mise en contact dudit echantillon avec un 
exosome marque tel que defini ci-avant, comportant ledit complexe antigene-CMH, et la 
mise en evidence du marquage de lymphocytes T dans ledit echantillon. 

5 De plus, la detection de ces lymphocytes T permet non seulement la detection et 

done le diagnostic d'un etat physiopathologique, mais egalement de suivre par exemple 
l'efficacite de protocoles d ! immunisation et 1'etat de la reponse immunitaire a differents 
stades de la maladie et d'evaluer ainsi l'efficacite des therapeutiques entreprises. 

Dans une application particuliere, les exosomes de l'invention portant un recepteur 

10 TcR sont utilises pour la detection de complexes peptide-CMH specifiques de ce 
recepteur dans un echantillon biologique. 

Par ailleurs, les exosomes fluorescents selon invention portant n'importe quel type 
de proteine de composition definie representent egalement des sondes fluorescentes 
permettant la detection de recepteurs potentiels. Le champs nouveau des exosomes est 

15 ainsi generalisable a la mise en evidence, in vivo, de toute interaction proteine/proteine 
de faible afifinite. L'invention a done egalement pour objet Tutilisation d'exosomes, de 
preference marques, notamment fluorescents, tels que decrits ci-avant, 

- pour la detection de recepteurs specifiques d f une molecule proteique dans un 
echantillon biologique. Dans ce mode de mise en oeuvre, les exosomes utilises 

20 comportent done, a leur surface, ladite molecule biologique de structure definie. 

- pour la detection de la presence d'un ligand dans un echantillon biologique. Dans 
ce mode de mise en oeuvre, les exosomes utilises comportent done, a leur surface, un 
recepteur specifique dudit ligand. 

25 c) Applications therapeutiques 

Les anticorps restraints ou des fragments de ces derniers sont potentiellement 
capables d'inhiber Interaction entre le recepteur d ! un lymphocytes T et le complexe 
CMH-peptide pour lequel il est specifique. De fa?on parallele, les exosomes portant a 
leur surface un seul type de complexe CMH-peptide peuvent, en interagissant avec les 

30 lymphocytes T specifiques de ces complexes, entrer en competition avec leurs ligands 
naturals, les lymphocytes T et entrainer leur inactivation. 

Les anticorps restraints et les exosomes peuvent done etre employes dans toutes les 
situations ou Ton souhaite reduire ou supprimer une reponse immunitaire mediee par des 
lymphocytes T qui s'avere deletere pour Torganisme comme e'est le cas par exemple 

35 dans: 
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- les transplantations d'organes ou les greffes de moelles dans lesquelles on cherche 
a neutraliser la reponse de I'hote contre le greffon, generalement au moyen de fortes 
doses d'agents immunosuppresseurs ; 

- les maladies auto-immunes ou les pathologies virales pendant lesquelles la reponse 
immunitaire T CD8 ou CD4 aboutit de maniere chronique a la destruction des tissus; 

- les allergies et l'asthme. 

Dans ce type de pathologies, les exosomes de Tinvention exprimant a leur surface 
un complexe defini peptide-MHC, dont l'implication est connue dans le developpement 
de la situation pathologique, peuvent done etre utilises pour bloquer le developpement 
de la reponse immune et done le developpement de la reponse pathologique. 

Les exosomes de l'invention portant des complexes CMH-peptides peuvent 
egalement etre utilises pour l'amplification (l'expansion) de population de lymphocytes 
T cytotoxiques ex vivo. Utilises directement a partir de prelevement sanguins, ils 
peuvent ainsi etre la base de therapies cellulaires contre differentes cibles cellulaires. 
Ainsi les exosomes peuvent servir a trier des cellules T specifiques de combinaisons 
variees de complexes exprimes par des cellules qui represented une cible therapeutique, 
comme les cellules tumorales ou infectees par un virus. Un autre objet de l'invention 
reside done dans rutilisation des exosomes decrits ci-avant pour ramplification clonale 
et/ou la stimulation de lymphocytes T cytotoxiques et/ou auxiliaires. L'invention 
concerne egalement une methode pour ^amplification (ou l'expansion) clonale ex vivo 
de lymphocytes T, notamment cytotoxiques, comprenant la mise en contact d'un 
echantillon biologique comprenant des lymphocytes T avec des exosomes tels que 
decrits ci-avant, comportant un complexe peptide-CMH defini, la recuperation des 
lymphocytes T specifiques et leur amplification. Cette methode est tout 
particulierement avantageuse pour ramplification clonale de lymphocytes T 
cytotoxiques specifiques de complexes entre des molecules CMH et des peptides 
d'antigenes tumoraux ou viraux. 

Une autre application particulierement interessante des vesicules selon l'invention 
reside dans le transfert des molecules vers les cellules. En effet, de part leur 
composition, les vesicules de l'invention sont capables de jouer le role de vecteur de 
transfert de molecules vers les cellules, in vitro, ex vivo et in vivo. A cet egard, 
Tinvention concerne rutilisation des exosomes tels que decrits ci-avant, comportant une 
substance d'interet, pour la preparation d'une composition destinee au transfert de ladite 
substance dans une cellule. Avantageusement, il s f agit d'un exosome comportant un 
recepteur de ligand ou un ligand de recepteur a sa surface, permettant ainsi d'orienter le 
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transfert vers une ou des populations cellulaires choisies. L'invention concerne 
egalement une methode pour le transfert d'une substance dans une cellule, in vitro, ex 
vivo ou in vivo, comprenant la mise en contact de ladite cellule avec une vesicule selon 
Tinvention comportant ladite substance. Plus preferentiellement, la vesicule utilisee 

5 exprime en outre un recepteur de ligand et la methode de Tinvention permet un transfert 
oriente de la substance vers des cellules exprimant le ligand correspondant. Pour une 
mise en oeuvre in vivo, les vesicules de Tinvention sont administrees a un sujet (de 
preference un mammifere, notamment Thomme), par toute voie d'administration 
classique (injection intraveineuse, intraarterielle, intramusculaire, sous-cutanee, etc.). 

10 Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, les cellules sont contactees par incubation dans 
un dispositif approprie (boite, flasque, poche, ampoule, etc.), de preference en 
conditions steriles. Les parametres de Tetape de mise en contact (quantite de vesicule, 
duree de contact, temperature, milieu, etc.) peuvent etre aisement ajustes par Thomme du 
metier en fonction des buts poursuivis et de Tenseignement de la presente demande. 

15 

d) Applications dans le domaine de la recherche 

Elles concernent bien entendu toutes les applications evoquees plus haut dans 
Tanalyse des mecanismes moleculaires de la presentation antigenique par Tutilisation 
d ! anticorps permettant de detecter et d'analyser les differentes etapes de la formation de 
20 complexes CMH-peptides dans differentes situations normales ou pathologiques. 

Par ailleurs, elles concernent aussi Tanalyse et la caracterisation moleculaire des 
populations de lymphocytes T capables de reconnaitre un complexe CMH-peptide 
determine par Tutilisation des exosomes fluorescents dans leur capacite a detecter de 
maniere de recepteurs T aux complexes CMH-peptide. 
25 Dans ces differentes applications (diagnostiques, therapeutiques, experimentales, 

production de lymphocytes T, etc.), les exosomes de Tinvention peuvent etre mis en 
ceuvre soit tels quels, soit sous forme immobilisee sur un support. Ainsi, les resultats 
presentes dans les exemples montrent en effet qu'il est possible de fixer les exosomes sur 
des supports, sans alterer leurs proprietes fonctionnelles, notamment leurs specificite 
30 antigenique par exemple. A cet egard, un objet particulier de la presente invention reside 
dans une composition comprenant des exosomes immobilises sur un support. Le support 
est preferentiellement un support solide ou semi-solide, de type bille, filtre ou analogues. 
II s'agit preferentiellement d'un support en matiere plastique, de type polymere, par 
exemple des billes de latex, ou de billes magnetiques. II est entendu que tout autre 
35 materiel synthetique ou biologique peut etre utilise, des lors qu'il n'induit pas d'alteration 
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substantiate des qualites des exosomes ou des cellules. Avantageusement, on utilise des 
billes d'un diametre de 1 a 10 urn, par exemple de 2 a 5 urn. ^immobilisation des 
exosomes sur les supports est avantageusement obtenue par liaison covalente, par 
exemple par activation par un aldehyde, ou tout autre reactif de couplage chimique. 
D'une maniere generate, l'irnmobilisation des exosomes est realisee par incubation des 
exosomes avec le support en solution, dans les conditions permettant la fixation, puis les 
supports sont recuperes par centrifugation. Les supports fonctionnalises ainsi obtenus 
peuvent etre utilises pour caracteriser les exosomes ou pour detecter ou amplifier in vitro 
des lymphocytes T, comme il sera decrit en details dans la section experimentale. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 

exemples qui suivent, qui doivent etre considers comme illustratifs et non limitatifs. 

En outre, toutes les publications citees dans la demande sont incorporees a la presente 

par reference. 



15 Legendes des figures 

Figure. 1 . Production de complexes CMH-peptide DR1-HA fonctionnels dans la 
lignee RBL2H3. 

A. Analyse de l'expression de surface par cytometric de flux des molecules du CMH 
20 II humaine DR1 avant (gauche) et apres (droite) transfection des ADNc codant pour les 

chaines a et P de DR1 dans la lignee RBL 2H3. Les molecules DRI sont detectees par 
l'anticorps L243 (trait noir) lui-meme revele par un serum de chevre anti-IgG de souris 
couple au FITC. 

B. Expression de surface de DRI dans la lignee exprimant une chaine invariante 
25 OiHA) ou le peptide CLIP a ete remplace par le peptide 308-319 issu de 

l«hemagglutinine du virus de la grippe. Les molecules DRI sont detectees sur la lignee 
RBL DRI HHA et un lymphocyte B transforme par l'EBV (Hom2) de meme haplotype 
par ranticorps L243 (trait noir). 

C. Stimulation de lymphocytes T specifiques du complexe DRI -HA par la lignee 
30 RBL exprimant ce complexe ou des B-EBV de meme haplotype. Les lignees RBL 

DRlliHA et B-EBV Hom2 etaient diluees dans des plaques de culture avec un 
lymphocyte T specifique du complexe DRI HA. La lignee B-EBV Hom2 etait aussi 
incubee en presence de concentration saturante (10 mM) du peptide HA. La production 
d'IL2 dans les sumageants de culture permet d'evaluer la stimulation des lymphocytes 
35 THA (lymphocytes T specifiques du peptide HA). L'IL2 est mesuree par rintermediaire 
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d ! un test ^incorporation de thymidine tritiee de la lignee CTLL2 dont la proliferation est 
IL2-dependante. 

D. Analyse de la saturation en peptide HA de la lignee RBL DR1 HHA. Les 
cellules Hom2 et RBL DR1 HHA etaient incubees (100 cellules par puits) en presence 
5 de concentrations croissantes du peptide HA et des lymphocytes THA. La stimulation 
des lymphocytes a 6te evaluee comme precedemment. 

Figure 2 : Accumulation des molecules DRI dans un compartiment de secretion de 
RBL2H3. 

A. Analyse du site intracellulaire d f accumulation des molecules DRI dans RBL 
2H3. Les cellules RBL DRLHA ont ete fixees avec 0,5% glutaraldehyde puis 
permeabilisees avec 0,05% Saponine. Les molecules DRI et la chaine invariante ont ete 
detectees respectivement avec les anticorps L243 et PIN1 puis un serum d'ane anti-IgG 
de souris couple au FITC. La serotonine a ete detectee grace a im serum de lapin 
specifique revele avec un serum d'ane anti-IgG de lapin couple au Texas red. Les 
images ont ete obtenues par microscopie confocale (Leica). L'epaisseur des plans de 
coupe etaient de 0,5 micron. 

B. Purification des exosomes de RBL DRlliHA. Apres lavage dans du DMEM, les 
cellules ont ete inpubees pendant 30 minutes en presence de 1 mM de ionomycine a 
37°C. Les exosomes ont ete purifies par ultracentrifugation differentielle a partir du 
sumageant des cellules. Le culot d'exosomes, remis en suspension dans du PBS, a ete 
separ6 (5 mg ) par SDS-PAGE puis transfere sur une membrane de Nylon. La chaine p 
de DRI a ete detectee avec Tanticorps monoclonal IBS dans la preparation d'exosome et 
en controle dans les lysats des cellules RBLDRLHA et Hom2 (equivalent de 10 5 cellules 
par puits) migres dans les memes conditions. 

Figure 3 : Utilisation des exosomes pour la production d'anticorps antiDRI HA 

A. Des dilutions croissantes des serums des souris immunisees avec les exosomes 
ont ete incubees avec les cellules RBL exprimant (droite) ou non (gauche) les molecules 

30 DRI HA. Le marquage, ainsi obtenu, a ete analyse par cytometric de flux. 

B, Les serums des rats (dilues au 1 /l 00) immunises avec les exosomes ont ete 
incubes avec les cellules RBL exprimant ou non (gauche) les molecules DRI HA. A 
droite, les cellules exprimant DRI ont ete prealablement incubees ou non pendant deux 
heures a 37°C avec 10 mM du peptide HA puis avec la meme dilution du serum des rats 

35 immuns. 
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C. La rate du rat immun a ete fusionnee avec la lignee X63A8 dans des conditions 
classiques de fabrication d'anticorps monoclonaux. Le surnageant des differents 
hybridomes a ete teste par immunofluorescence sur les cellules RBL2H3 exprimant ou 
non les molecules DR1 ou DR1 HA. Les clones a40, b82 et al5 sont des exemples 
representatifs des anticorps obtenus. 

Figure 4 Utilisation des exosomes pour la detection des lymphocytes T 
specifiques du complexe DR1 HA 

A. Les cellules RBL DR1 liHA ont ete incubees en presence de 5mM de « Green 
Tracker » (lipide fluorescent s'accumulant dans les compartiments lysosomaux des 
cellules) pendant 30 minutes a 37°C puis lavees et reincubees pendant une heure a 
37°C en absence de marqueur fluorescent. Les cellules ont ete fixees (3% 
paraformaldehyde), puis analysees par microscopie confocale. 

B. En parallele, les exosomes DR1 HA ont ete purifies a partir des cellules decrites 
en A. La fluorescence presente dans les echantillons a ete quantifiee a l'aide d'un 
fluorimetre et visualisee directement par microscopie confocale. 

CD. Les exosomes fluorescents DR1 HA ont ete incubes a 50mg/ml avec des 
lymphocytes THA specifiques du complexe DR1 HA ou des lymphocytes TH30 
specifiques d'un autre complexe (D) pendant deux heures a 37"C en presence d'azide 
pour bloquer rinternalisation. La fluorescence des cellules a ete evaluee par cytometric 
de flux. 

Figure 5 : Production d'exosomes portant des molecules de classe II du CMH 

A L'expression de molecules de classe II IAb est detectee par l'anticorps 
monoclonal Y3P et analysee par cytometrie de flux. Les transfectants obtenus dans la 
cellule RBL2H3 expriment des niveaux similaires de molecules de classe II reconnues 
par Y3P qu'un lymphome B controle B414. 

B Analyse par western blot de l'expression de la molecule IAb dans RBL. 10 mg 
d'un lysat cellulaire et d'une preparation d'exosomes provenant de la cellule RBL IAbli 
ont ete analyses par western blot avec un serum de lapin specifique de la region 
cytoplasmique de la chaine a de la molecule IA. 

C Analyse par cytometrie de flux de la composition des exosomes. Des billes de 
latex ont ete recouvertes soit de serum de veau foetal (FCS) soit d'exosomes provenant de 
la cellules RBL 2H3 (exos RBL) soit de transfectant de cette cellule avec les molecules 
de classe II murines IAbli (Exos IAbli) ou humaine DRIIiHA (exos DRIIiHA). La 
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molecule CD63 du rat est detectee avec Tanticorps AD1, les molecules IAb avec 
l'anticorps Y3P tandis que les molecules DR1 sont detectee par l'anticorps L243. Ces 
differents anticorps sont reveles par des anticorps secondaires couples a la 
phycoerytlrine. 

5 

Figure 6 : Caracterisation morphologique des exosomes produit par RBL-2H3: 
A Les cellules RBL-2H3 transferees avec HLA-DR1 ont ete fixees avec de la 
paraformaldehyde. Des coupes congelees ultrafines ont ete preparees et immunomarquees 
avec des anticorps polyclonaux diriges contre les molecules HLA-DR. Ces anticorps sont 

10 visualises avec de la proteine A couplee a des particules d'or colloidal de 10 nm. Les 
molecules de classe II sont detectees essentiellement dans des compartiments remplis de 
membranes d'aspect vesiculaire. Barre : 250 nm. 

B C. Caracterisation morphologique des exosomes secretes par les cellules RBL- 
2H3 Les exosomes sont fixes avec de la paraformaldehyde 2% dans du tampon phosphate 

15 0.2M pH 7 A. (tampon PB) et deposes sur des grilles de microscopie electronique 
recouvertes d'un film de formvar carbone. Les exosomes sont soit contrastes et enrobes 
dans une solution d'acetate d ! uranyle 4% et du methylcellulose (b) soit immunomarques 
avec des anticorps diriges contre les molecules de classe II avant Tenrobage (c). Comme 
dans la figure (a), les anticorps sont visualises avec de la proteine A couplee a des 

20 particules d ! or colloidal de 10 nm. Barres : 250 nm. 

Figure 7 : Manipulation de la composition interne des exosomes, introduction 
d'une proteine recombinante. 

A L f expression de molecules de classe II DR1 est detectee par l'anticorps 
25 monoclonal L243 et analysee par cytometric de flux. La transfection de molecules dans la 
cellule RBL2H3 induit Texpression de niveaux similaires de classe II reconnu par Y3P 
qu'un lymphome B controle B414. 

B Analyse par western blot de Texpression de la molecule DR1 GFP dans RBL. 10 
|ig d\m lysat cellulaire et 20 ng d f ime preparation d'exosomes provenant de la cellule 
30 RBL DR1 GFP ont ete analyses par western blot un couple d'anticorps monoclonaux 
specifique de la GFP. 

C Analyse par cytometric de flux de la composition des exosomes. Des billes de 
latex ont ete recouvertes soit de serum de veau foetal (FCS) soit d'exosomes provenant de 
la cellules RBL DR1GFP. Les molecules DR1 sont detectees par Tanticorps L243 et des 
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anticorps secondares couples a la phycoerythrine tandis que la presence la GFP est 
detectee directement dans le canal FL1. 

Figure 8 

5 A Liaisons d'exosomes fluorescents par des cellules T specifiques. Des exosomes 

produits a partir de cellules RBL DR1 IiHA marquees au green cell tracker ont ete 
incubes en presence de deux types de cellules T: des THA qui possedent un TCR 
specifique des complexes HLA-DR1/HA et des T Jurkat sauvages depourvues d'un tel 
recepteur. Les exosomes fluorescents ont ete incubes pendant 3 heures a 37°C avec les 

10 deux lignees de lymphocytes T puis le marquage resultant etait analyse au FACS. 

B Acquisition d'un marqueur d'exosomes par les cellules T specifiquement 
marquees. Les memes de marquages qu'en A ont ete realises mais la liaison des exosomes 
(non marque au green cell tracker) aux cellules T etait detectee avec un anticorps 
monoclonal de souris AD1 anti CD63 de rat, revele ensuite par des anticorps d'ane ami 

15 IgG de souris marques a la phycoerythrine (Jackson Immuno Research, West Grove, PA). 
Le meme marquage a ete realise en parallele sur les cellules T n'ayant pas ete exposees a 
des exosomes. 

C Stimulation des Lymphocytes par des exosomes. Les exosomes purifies a partir 
des cellules DR1GFP ont ete crosslinks sur des billes de latex preparees de la meme 

20 facon que pour la cytofluorometrie de flux mais lavees en milieu complet. Chaque culot 
de billes a ete repris dans 100 uL, 50uL depose dans le premier puits dHine plaque 96 
puits et 50uL dilue de deux en deux. Les cellules T (T Jurkat et THAI. 7) ont ete ajustees 
a 106 cellules/mL et 50uL ont ete deposes par puits en presence ou en absence du peptide 
HA307-319 a 5uM. La plaque de culture a ete placee dans l'incubateur (37°C, 5% C02, 

25 H20) pendant 20 heures puis le surnageant a ete preleve et la concentration d*IL2 a ete 
evaluee par un test CTL.L2. 

Figure 9 : Caracterisation des cellules et des exosomes HMC-1 
A analyse des cellules HMC-1 par cytofluorometrie de flux, trait plein fonce 
30 :cellules seules; trait plein clair : anticorps anti-souris-FITC seul; pointilles serres : 
anticorps specifique + anti-souris-FITC. 

B analyse des exosomes HMC-1 colles sur des billes de latex par cytofluorometrie 
de flux, trait plein fonce : billes latex-exosomes HMC-1 seules; trait plein clair : anticorps 
anti-souris-FITC seul; pointilles serres : billes temoins latex-SVF + anticorps specifique 
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+ anti-souris-FITC; pointilles laches : billes latex-exosomes + anticorps specifique + anti- 
souris-FITC 

C analyse par Western-blot d'un lysat de cellules HMC-1 compare a leurs 
exosomes; 10 ou 3|ig de proteines par put; HC10: surnageant au l/10e ; 1B5: sumageant 
5 au l/10e ; CD63: S^ig/mL; Lampl: 2^ig/mL; H68.4: surnageant au l/10e. Les exosomes 
semblent enrichis en CD63, Lampl, TfR. L f absence de CMH de classe II tant dans le 
lysat que dans les exosomes confirme 1'analyse par cytofluorometrie. La proportion de 
CMH de classe I semble identique pour le lysat cellulaire et les exosomes. 

10 Materiels et Methodes 

Cellules 

Les cellules utilisees pour la production d'exosomes dans la partie experimentale 
sont des cellules de mastocytes murins ou humains. Plus particulierement, une lignee 

15 tumorale de basophiles au phenotype de mastocytes muqueux, designee RBL-2H3, a ete 
utilisee (Barsumian et al, Eur. J. Immunol. (1 1 (1 981) 317), ainsi qu'une lignee de 
mastocytes immatures humains (HMC-1). D'autres cellules de mastocytes, en particulier 
etablies en lignee, peuvent etre utilisees, telles que des lignees derivees des cellules RBL 
(Rat Basophicil Leukemia), deposees a VATCC sous le numero CRLI378 (Kulczycki et 

20 al., J. Exp. Med. 139 (1974) 600). 

Des lignees lymphocytaires T capables de reconnaitre un antigene particulier dans 
un contexte CMH II humain (DR1) ont egalement ete utilisees. En particulier, la lignee 
Jurkatt transferee avec 1'ADNc codant le recepteur des cellules T ("T-HA") specifique 
du peptide 306-318 de rHemagglutinine du virus de Tinfluenza en association avec 

25 HLA-DRI (Sidhu et al., J. Exp. Med. 176 (1 992) 875). La lignee de cellules B 
humaines transformees par le virus d'Epstein Barr (lignee Hom-2) a ete utilisee comme 
controle pour la reponse restreinte a HLA-DRI . 

Les cellules ont ete cultivees en milieu DMEM (Gibco BRL), RPMI, ou "CLICK" : 
milieu RPMI supplement^ avec 10% de serum de veau foetal (Sigma), 1 mg/ml de 

30 peniciiline-streptomycine, 1 mg/ml de glutamine, 5 mM de pyruvate de sodium et 50 
HM de b-mercaptoethanol. Tout autre milieu adapte a la culture de cellules eucaryotes, 
notamment mammiferes, peut bien entendu etre utilise. 

Les cellules ont ete principalement cultivees en flacon de culture de 25 ou 15 cm3. 
Les cellules RBL-2H3 etant des cellules adherentes, elles sont decollees du support 

35 grace a Taction de la Trypsine-EDTA (Seromed). Afin de produire ces demieres en 
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grandes quantites, il est egalement possible de les cultiver en "spinner", a la densite de 
10 6 cellules/ml. 

Plasm ides 

Pour modifier genetiquement les cellules de mastocytes, les constructions 
genetiques suivantes ont ete realisees. 

Les ADNc codant pour la chaine HLA-DRla humaine (Larhammer et al., Ceil 30 
(1982) 153), la chaine HLA-DRlp humaine (Bell et al., PNAS 82 (1985) 3405) et la 
chaine invariante humaine P 33 li (Ciaesson et al., PNAS 80 (1983) 7395) ont ete isoles. 
L'ADNc codant pour la chaine invariante p331i a ensuite ete modifie par PCR pour 
remplacer la region codant pour le peptide CLIP (residus 87-102) par un site de 
restriction. Cet ADNc permet ainsi d'inserer, en lieu et place du peptide CLIP, tout 
fragment d'ADNc d'interet codant pour un peptide antigenique (Stumptner et al., EMBO 
J. 16 (1997) 5807). Dans un exemple precis, un fragment d'ADN codant pour le peptide 
HA308-319 de lliemagglutinine du virus de la grippe a ete insere dans cet ADNc, 
codant pour un polypeptide chimere li(HA308-319). 

Les acides nucleiques decrits ci-dessus ont ensuite ete clones, separement, dans le 
plasmide pSRa sous le controle du promoteur SRa (Takebe et al., Mol. Cell Bio. 8 
(1988) 466). Chacun des plasmides a ensuite ete modifie de maniere a incorporer un 
gene de resistance different, permettant une selection pour chacun des plasmides, et 
done pour chacune des chaines ; la chaine a avec le gene de resistance a la neomycine ; 
la chaine p avec le gene de resistance a l'hygromycine, et la chaine invariante avec le 
gene de resistance a la zeocine. 

Transfections 

Pour introduire les differents acides nucleiques dans les cellules de mastocytes, les 
vecteurs plasmidiques correspondants ont ete linearises par l'enzyme de restriction Seal . 
50ug de chaque plasmide ont ete linearises puis precipites a l'ethanol, et les culots ont 
ete resuspendus en presence de cellules RBL-2H3 a une concentration de 1.10 7 
cellules/ml. Des transformants stables ont ete obtenus par electroporation de 5.10 6 
cellules au moyen d'un « gene pulser » (Bio-Rad, Richmond, CA) dans les conditions 
suivantes : 260V, 960 uF. 72 heures apres relectroporation, les transfectants sont 
selectionnes par culture en milieu de selection comprenant 250 ug:ml de G418 
(Geneticine, Gibco) lmg/ml dliygromycine et 500 ugfail de zeocine. Apres 8 jours de 
culture en milieu de selection, 60 a 90% des cellules presentes sont transferees. Les 
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transfectants ont ensuite ete ensemences sur boite de petri en milieu de selection a une 
concentration permettant Tapparition de colonies adherentes individualists. Les clones 
ainsi obtenus ont ete preleves et mis en culture separement. Ces clones peuvent etre 
conserves sous forme congelee, en vue d'une utilisation ulterieure. 

5 

Anticorps 

Y3P (MHC II (IA)) est un anticorps monoclonal de souris reconnaissant le 
complexe IAb aB (Janeway et aL, 1984).L'anti IA a est un serum de lapin dirige contre la 
partie cytoplasmique de la chaine a de IA. L'anti-GFP est un melange de deux anticorps 
10 monoclonaux (clones 7.1 and 13.1) dirige contre la "green fluorescent protein" vendu par 
Boehringer Mannheim. Dans les experiences de cytofluorometrie de flux, les seconds 
anticorps utilises sont des fragments F(ab f )2 couples a la (-Phycoerythrine, produits chez 
Tane et diriges contre les IgG (H+L) de souris (Jackson Immunoresearch Laboratories). 

15 Billes 

Les billes latex : Surfactant-free white aldehyde/sulfate latex, D : 3,9^m, Interfacial 
Dynamics Corp., Portland, Or. USA 

Microscopie electronique 

20 Les cellules RBL-2H3 transferees avec HLA-DR1 ont ete fixees avec de la 

paraformaldehyde 2% dans du tampon phosphate 0.2M pH 7.4. (tampon PB) Apres 
fixation les cellules ont ete lavees avec du tampon PB -glycine 50mM puis enrobees dans 
de la gelatine 10%. Apres solidification des blocs ont ete prepares , infuses dans le 
sucrose 2.3M et congeles dans Tazote liquide. Des coupes congelee ultrafines ont ete 

25 preparees et immunomarquees avec des anticorps polyclonaux diriges contre les 
molecules HLA-DR. Ces anticorps sont visualises avec de la proteine A couplee a des 
particules d'or colloidal de 10 nm. 

Les exosomes sont fixees avec de la paraformaldehyde 2% dans du tampon 
phosphate 0.2M pH 7.4. (tampon PB) et deposes sur des grilles de microscopie 

30 electronique recouvertes d'un film de formvar carbone. 

Les exosomes sont soit contrastes et enrobes dans une solution d'acetate d'uranyle 
4% et du methylcellulose soit immunomarques avec des anticorps diriges contre les 
molecules de classe II avant Tenrobage. Les anticorps sont visualises avec de la proteine 
A couplee a des particules d'or colloidal de 10 nm. 

35 
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Resultats 

1 -Production d'exosomes DR1 HA 

5 1.1. Construction et caracterisation de cellules productrices genetiquement 

modifiees 

Afin de produire, de maniere controlee, des exosornes portant des complexes CMH- 
peptide de composition definie, les chaines a et b des molecules de classe II du CMH, 

10 DRI, ont ete exprimees dans la lignee lo mastocytaire RBL2H3, issue d ! une leucemie a 
basophile du Rat. Pour cela, deux vecteurs portant respectivement un acide nucleique 
codant pour chaque chaine, sous controle du promoteur SRa ont ete transfectes 
simultanement dans les cellules (voir materiels et methodes). Les resultats obtenus par 
cytometric de flux montrent que les cellules transferees expriment bien les molecules 

15 DR1 (Figure 1A). 

Ces cellules RBL-2H3 DRI ont ensuite ete sensibilisees a un peptide donne, de 
composition precise, afin de generer des complexes CMH-peptide de composition 
definie. Pour cela, differentes techniques peuvent etre envisagees. Dans un mode de 
realisation simple, le peptide peut etre incube directement avec les exosornes. Dans vine 

20 autre variante, un acide nucleique codant pour le peptide peut etre introduit dans les 
cellules, de maniere a exprimer egalement ce peptide. Dans cet exemple particulier de 
mise en oeuvre, pour fabriquer une cellule presentatrice comportant une seule specificite 
antigenique, le peptide antigenique choisi a ete introduit dans les cellules sous forme 
d f une fusion genetique avec la chaine invariante humaine li. Plus particulierement, le 

25 peptide CLIP de la chaine invariante a ete remplace par la sequence du peptide choisi, 
issu de Themagglutinine (HA 308-3 19) du virus de la grippe, connu pour se lier avec la 
molecule DRI. Cette construction (HHA) a ete transfectee dans les cellules dans les 
conditions decrites dans les Materiels et Methodes. La chaine hybride exprimee dans les 
cellules RBL-2H3 DRI, a permis construire des cellules qui expriment des molecules 

30 DRI reconnues par Tanticorps L243 a un niveau similaire qu'une lignee B-EBV (Hom2) 
controle d'haplotype DRI (Figure IB). Ces resultats montrent done que les cellules de 
mastocytes de Tinvention expriment bien un complexe peptide-CMH humain 
fonctionnel, de composition predeterminee et controlee. 

Le caractere fonctionnel des complexes peptide-CMH exprime par les cellules de 

35 Tinvention a ete confirme dans un test de stimulation de lymphocytes T specifiques de la 
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combinaison DR1-HA portee par les cellules. Pour cela, les cellules de Tinvention ont 
ete incubees en presence de lymphocytes THA, et la stimulation a ete determinee par 
mesure de Tinterleukine-2 liberee dans le surnageant, par un test de croissance d'une 
lignee cellulaire IL-2-dependante. Comme controle, une lignee de lymphocytes B 
transformee par l'EBV (Hom-2), d'haplotype DR1, pulsee par une concentration 
saturante (lOmM) du peptide HA a ete utilisee. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 1 C et 1 D. lis montrent que les 
cellules de mastocyte de Tinvention expriment un complexe DR1-HA, capable de 
stimuler un lymphocyte T specifique de cette combinaison. lis montrent egalement que 
la stimulation obtenue en presence des cellules de Tinvention est plus efficace que celle 
produite par les cellules controle (B-EBV d f haplotype DR1) pulsees par une 
concentration saturante (lOmM) du peptide HA. Enfin, les resultats obtenus montrent 
que les molecules DR1 semblent ne presenter que le peptide HA puisque Taddition d'une 
concentration saturante de peptide n f augmente pas de maniere significative la capacite 
des cellules RBL DR1 liHA a stimuler un lymphocyte T HA (Figure 1 D). 

L'ensemble de ces resultats demontre done le caractere fonctionnel des complexes 
peptide-CMH produits. lis illustrent egalement le caractere specifique des cellules 
obtenues, et done le caractere specifique du precede de Tinvention qui permet d'obtenir 
des cellules (et des exosomes) portant des molecules de composition definie et 
controlee. 

1.2. Production des exosomes fonctionnalises 

Une etude par immunofluorescence a permis de montrer que les complexes 
25 recombinants CMH-peptide (DR1 HA) s'accumulent dans les granules de secretion de la 
lignee cellulaire RBL-2H3. La Figure 2 A temoigne en effet de la colocalisation des 
molecules DR1 avec la serotonine dans des structures intracellulaires vesiculaires. 

La possibilite que des exosomes fonctionnels puissent etre relargues par ces cellules 
a done ete etudiee. Pour cela, les cellules ont ete cultivees en presence d f un ionophore 
30 calcique, et la production de vesicules membranaire a ete suivie. Plus particulierement, 
les cellules ont ete centrifiigees a 300 g pendant 5 minutes a temperature ambiante. Sur 
chaque culot cellulaire, une solution de ionophore calcique (lonomycine 1 mM) a ete 
ajoutee (environ 300 |il) et Tincubation a ete poursuivie pendant 30 minutes a 37°C. 
L'exocytose a ete stoppee par refroidissement rapide dans la glace et ajout de 300 \i\ 
35 d f une solution froide PBS-EGTA 1 mM. Les cellules ont ensuite ete centrifiigees a 300g 
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a 4°C pendant 5 minutes. Les surnageants ont ete recuperes est recentrifuges, tout 
d'abord 5 minutes a 1200 g, puis 5 minutes a 10 000 g, puis enfin 1 heure a 70 000 g. 
Apres cette centrifugation differentielle, les culots (comprenant les exosomes) sont 
repris et solubilises dans une solution tampon (30ul de tampon de Laemmli-DDT (IX ou 
2X)). Une fraction des culots est egalement solubilisee dans un tampon de lyse pour 
determiner la concentration proteique. Les solutions d'exosomes peuvent etre separees 
par migration sur gel (mini-gel 12% de polyacrylamide) a 20mA puis transferees sur 
lmmobilon. L'analyse des exosomes est ensuite realisee par western blotting avec des 
anticorps specifiques des differentes chaines des molecules de classe Ildu CMH. 

Les resultats obtenus montrent que des exosomes peuvent etre relargues de la lignee 
RBL-2H3, de maniere importante, apres stimulation par un agent approprie. Ces 
exosomes peuvent etre isoles et purifies par exemple par ultracentrifugation 
differentielle pour la preparation de composition d'exosomes. Enfin, les resultats 
presentes sur la Figure 2B demontrent que ces exosomes sont fonctionnels. En effet, les 
analyses par western blotting montrent que les exosomes obtenus expriment les 
differentes chaines recombinantes des molecules de classe Ildu CMH. En outre, ces 
resultats montrent egalement la forte densite des complexes peptide-CMH a la surface 
des exosomes de l'invention. 

Les exemples qui suivent illustrent notamment Tutilisation des exosomes DR1 HA 
pour la production d'anticorps specifiques de cette combinaison et la capacite des 
exosomes DR1 HA a lier des lymphocytes T specifiques de cette meme combinaison. 

2 - Generation d'anticorps specifiques du complexe DR1 HA 

Cet exemple illustre Tutilisation des exosomes de l'invention pour la production 
d'anticorps, en particulier d'anticorps dits "restreints", c'est-a-dire specifiques du peptide 
antigenique en association avec la molecule du CMH. Cet exemple illustre notamment 
le pouvoir immunogene tres important des exosomes de l'invention, puisqu'ils 
permettent la production d'anticorps en l'absence de tout adjuvant. 

Les exosomes purifies a partir du surnageant des cellules RBL DRI HA (exemple 1) 
ont ete remis en suspension dans du PBS. Ces exosomes ont ensuite ete utilises pour 
immuniser des souris Balb/c ou des rats LOU en absence de tout adjuvant, selon les 
protocoles suivants : 
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- Les souris ont ete injectees par voie sous cutanee avec lOjag d'exosomes, deux fois 
k trois semaines d'intervalle, puis 30\xg par voie intraperitoneale et enfin 30 \xg par voie 
intraveineuse 3 jours avant le prelevement des serums. 

- Les rats ont ete injectes avec des exosomes par voie intraperitoneale (10|ig), par 
5 deux reprises a trois semaines d'intervalle, puis par voie intraveineuse (50|ig) trois jours 

avant le prelevement des serums. 

Comme le montre la Figure 3A, les serums preleves chez les souris immunisees 
presentaient une tres forte reactivite contre la lignee RBL exprimant ou non le complexe 
DR1 HA mais qui etait detectable jusqu'a une dilution au trente millieme des serums 

10 seulement dans le cas de la cellule DR1 HA. 

Comme le montre la Figure 3B, les serums des rats ainsi immunises, montraient, de 
maniere surprenante, une reactivite contre la lignee RBL exprimant le complexe DR1 
HA alors que les memes serums reagissaient avec une plus faible intensite avec la lignee 
initiale RBL-2H3. En outre, Taddition du peptide HA a des cellules exprimant DR1 

15 (RBL-2H3 DR1) augmente de maniere significative la reactivite des antiserums ainsi 
produits (Figure 3B). 

Ces resultats montrent done que les exosomes de la lignee RBL sont capables 
d'induire une reponse anticorps qui, de maniere inattendue, est principalement dirigee 
chez le rat contre les complexes DR1 HA. 

20 Les rates des rats immuns ont ete fusionnees avec des cellules de la lignee X63A8. 

Les hybridomes ainsi obtenus ont ete tries par dilution clonale, selon les techniques 
classiques d'immunologie, puis selectionnes par immunofluorescence pour la specificite 
des anticorps monoclonaux produits. Differents anticorps monoclonaux ont ainsi ete 
obtenus, pour certains diriges contre des proteines de la lignee RBL, pour d'autres, 

25 contre des determinants monomorphiques des molecules de classe II humaine 
d'haplotype DR1 et enfin contre le complexe constitue par les molecules DR1 associees 
au peptide issu de la proteine HA du virus de la grippe (Figure 3C). Ces derniers 
anticorps monoclonaux constituent des anticorps restreints, et possedent done des 
propri6tes particulierement avantageuses pour des applications diagnostiques ou 

30 therapeutiques. 

3 - Detection de lymphocees T specifiques du complexe DR1 HA 

Cet exemple illustre Tutilisation des exosomes de Tinvention pour la detection de 
35 lymphocytes T specifiques dans un echantillon biologique. Cet exemple montre 
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egalement comment les exosomes peuvent etre utilises pour selectionner et amplifier 
une population de lymphocytes T particuliers, en vue notamment de leur reinjection a un 
sujet (therapie cellulaire). Cette approche peut bien entendu etre etendue a l'utilisation 
des anticorps restreints decrits dans l'exemple 2, ainsi qu'a la detection de tout recepteur 

specifique d'un ligand. 

Pour la mise en oeuvre de cette application, des exosomes marques ont ete produits. 
Pour cela, avant purification des exosomes de la lignee DR1 HA, celle-ci a ete incubee 
avec un traceur fluorescent s'accumulant tres fortement dans les exosomes contenus dans 
les granules de secretion. La marqueur utilise, "Green Tracker', est un lipide fluorescent 
qui s'accumule dans les lysosomes des cellules. L'analyse en microscopie confocale des 
cellules, apres fixation, montre la presence du marquage fluorescent dans les granules de 
secretion des cellules (Figure 4A). Les exosomes fluorescents ont ensuite ete produits et 
purifies a partir de ces cellules, dans les conditions decrites dans l'exemple 1. Rendus 
ainsi fluorescents, ces exosomes (Figure 4B) ont ete utilises pour detecter, dans un 
echantillon biologique, la presence de lymphocytes T specifiques de la combinaison 
DRI HA (lymphocytes THA). II est entendu que tout autre marquage peut etre utilise 
dans le cadre de l'invention, applique soit sur les cellules productrices, soit sur les 
exosomes produits. 

Pour cela, les exosomes ont ete incubes en presence d'un echantillon de 
lymphocytes THA et de lymphocytes TH30, specifiques d'un autre complexe. Les 
resultats obtenus par cytofluorometrie de flux montrent que les exosomes exprimant les 
DRLHA se lient, de maniere specifique, aux lymphocytes THA (Figure 4C) alors que 
ces memes exosomes sont incapables de reconnaitre des lymphocytes possedant une 
autre specificite (Figure 4D). Ces resultats demontrent la capacite unique et inattendue 
des exosomes produits par la lignee mastocytaire selon l'invention de detecter des 
lymphocytes T specifiques de ce meme complexe. Cette application peut etre mise en 
oeuvre a partir de tout type d'echantillon biologique. 

En outre, cette technologie peut etre appliquee de la meme facon a la fabrication et a 
l'utilisation d'exosomes exprimant des complexes CMHl-peptide. La presente invention 
permet ainsi de detecter, a la surface de cellules presentatrices, voire de cellules 
tumorales, la presentation, par les molecules de classe I et de classe II du CMH, de 
peptides issus d'antigenes exprimes par les tumeurs. La presente invention permet 
egalement de detecter voire de purifier les lymphocytes T capables de reconnaitre ces 
memes complexes. lis peuvent ainsi permettre d'amplifier une population de 
lymphocytes T specifiques d'un complexe peptide-CMH particulier, par exemple une 
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population de lymphocytes CTL, en vue de leur utilisation therapeutique. En effet, 
differentes approches d4mmunotherapies de cancers ou defections virales, par exemple, 
ont ete developpees, basees sur le prelevement, chez un sujet, de lymphocytes et sur 
Fexpansion ex vivo de clones particuliers de lymphocytes T specifiques d ! un antigene 
implique dans la pathologie (antigene tumoral ou viral, par exemple). Ces clones 
amplifies sont ensuite readministres au sujet, comme agent therapeutique. La presente 
invention permet de faciliter grandement la selection et l'amplification des clones 
specifiques de lymphocytes T, et done le potentiel et la mise en oeuvre de ces approches 
therapeutiques. 

4- Production d'exosomes portant des molecules de classe II du CMH murines 
(Figures 5A, 5B). 

Les ADN complementaires codant les chaines a et P des molecules de classe II 
15 murine d'haplotype IAb ainsi que la chaine invariante murine ont ete introduits dans les 
vecteurs d f expression eucaryotes NT dans lesquels la transcription de TADNc est sous le 
controle d'un promoteur SR alpha. Chacun des plasmides, en outre, porte un gene de 
resistance a Thygromycine (pour la chaine a IAb), a la neomycine (pour IAb P chaine), 
ou a la zeocine (pour la chaine invariante). Apres transfection des cellules RBL2H3 par 
20 electroporation (materiels et methodes), les cellules ont ete selectionnees sur la base de 
leur resistance aux trois antibiotiques puis, les cellules resistantes ont ete clonees par 
dilution limite et caracterisees pour Texpression des molecules IAb par cytometric de flux 
en utilisant Tanticorps specifique Y3P. 

La figure 5 montre quelques uns des resultats ainsi obtenus. L'analyse par 
25 cytometric de flux montre que la cellule RBL IAbli est reconnue par l'anticorps Y3P 
(specifique des molecules IAb) de maniere equivalente a la lignee lymphocytaire B B4 
14, alors qu'aucun marquage n'est detectable sur la lignee RBL d ! origine (Figure 5A). 
L'analyse morphologique par microscopie ayant etabli que les molecules de classe II IAb 
murines sont, comme les molecules humaines DR1, accumulees dans les granules de 
30 secretion de la cellule (non montre), ceci nous a amene a rechercher leur localisation dans 
les exosomes. Uexocytose des cellules etant declenchee par Taddition de ImM de 
ionomycine, les exosomes ainsi obtenus ont ete purifies par ultracentrifugation 
differentielle (Cf exemple 1 .2). L ! analyse par western blot de ces preparations d'exosomes 
montre qu'elles contiennent des molecules murines de classe II du CMH identiques a 
35 celles detectees dans un lysat cellulaire controle (Figure 5B). 
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Ces resultats etablissent que des molecules de classe II humaines (DR1) mais aussi 
murines (IAb) peuvent etre exprimees et s'accumuler dans les exosomes des lignees RBL 
2H3 correspondantes. 

5-Caracterisation morphologique des exosom es produits par RBL 2H3 (Figure 6) 

Les observations en microscopie electronique sur coupe congelee immunomarquee 
des cellules RBL revelent la presence de nombreux compartiments intracellulaires 
remplis de membranes. La majeure partie de ces membranes correspondent a des 
vesicules qui remplissent le lumen des compartiments (Figure 6A). Les molecules de 
classe II une fois transferees dans ces cellules s'accumulent dans les compartiments 
possedant des vesicules internes et sont visualisees en particulier, en association avec la 
membrane de ces vesicules (Figure 6A). 

Lorsque les cellules RBL sont stimulees de facon a induire leur degranulation (IgE- 
Antigene ou ionomycine), les compartiments intracellulaires fusionnent avec la 
membrane plasmique. Les vesicules internes auxquelles sont associees les molecules de 
classe II sont relarguees dans le milieu extracellulaire. Ces vesicules sont alors appellees 
exosomes. 

La methode de choix en microscopie electronique pour etudier la morphologie des 
exosomes ainsi que leur contenu proteique est la methode de " whole mount ". Cette 
technique permet de visualiser des exosomes entiers depourvus de tout autre contenu 
cellulaire. Cette methode permet egalement de detecter ,avec une grande efficacite, des 
molecules associees a la membrane des exosomes. En utilisant cette technique nous 
avons observe que les exosomes secretes par les cellules RBL ont une taille heterogene 
de 30 a 120 nm et une densitee aux electrons variable (Figure 6B). Les molecules de 
classe II sont abondantes dans la population de vesicules possedant une taille de 80 alOO 
nm ayant une densite moyenne aux electrons. La grande majorite de ces vesicules 
enrichies en molecules de classe II ont une forme en assiette (Figure 6C). 

6- Immobilisation des exosomes sur des suppo rts (Figure 5Q. 

Cet exemple decrit la fixation d'exosomes sur des supports solides, et montre que 
les exosomes ainsi fixes conservent leurs proprietes fonctionnelles. Ces nouveaux 
produits (supports-exosomes) peuvent etre utilises pour caracteriser et analyser les 



WO 00/28001 




PCT/FR99/02691 



exosomes ; ou comme produits diagnostique ou reactifs pour detecter et/ou stimuler in 
vitro des lymphocytes T, par exemple. 

Differentes preparations d'exosomes produits par des cellules RBL exprimant ou 
non des molecules de classe II humaines ou murines ont ete incubees avec des billes de 
5 latex de 4 microns activees par de Taldehyde sulfate. Plus particulierement, les exosomes, 
purifies a partir de sumageants de degranulation de RBL 2H3 ont ete laves en PBS 
(centrifugation a 50000rpm sur TLA 100.4 pendant 30 minutes). 30^ig d'exosomes sont 
melanges avec 10 jaL de billes Latex prelevees sterilement, homogeneises puis incubes 
pendant 10 min a 1 5 min a temperature ambiante. Le volume de bille est ensuite complete 
10 a 1 mL avec du PBS lx puis incube sur roue a temperature ambiante pendant 2h. Ensuite 
les billes " crosslinkes " avec des exosomes sont: 

-Saturees en ajoutant de la glycine 1 00 mM final (30 min a temperature ambiante), 
-Centrifugees a 2200xg pendant 2 min a 4°C puis le culot de billes est repris dans 1 
mL de PBSlx SVF3% NaN3 0,01% 
15 Pour utiliser les billes en cytofluorometrie, 

-Laver deux a trois fois le culot de billes en PBSlx SVF3% NaN3 0,01%. 
-Reprendre dans 1 mL de PBS lx NaN3 0,01% . 

-Utiliser entre 5\xL et 20|iL par point et incuber classiquement dans le premier puis 
le second anti corps. La lecture se fait sur Facscalibur (Becton Dickinson). 

20 

Cette technique a permis de recouvrir la surface de ces billes de latex avec des 
exosomes, tout en preservant leur structure. 

Lorsque les exosomes sont sur les billes, leur manipulation est plus aisee. En effet, 
ils peuvent etre centrifuges a basse vitesse et detectes par des techniques de cytometric de 

25 flux classique. La figure 5 C montre quelques exemples de detection, par cytometric de 
flux, de differentes proteines entrant dans la composition des exosomes. Des billes de 
latex activees a l'aldehyde sulfate ont ainsi ete incubees soit avec des exosomes produits 
par les cellules RBL 2H3 non transferees, soit avec des exosomes de cellules RBL 2H3 
exprimant les molecules de classe II humaines DR1 et la construction IiHA ou les 

30 molecules de classe II murine IAb , soit avec du serum de veau foetal (FCS) en controle. 
Les billes de latex ainsi preparees ont ete ensuite incubees avec differents anticorps 
monoclonaux; AD1 reconnaissant la molecule CD63 du rat presente dans les granules de 
secretion de RBL 2H3, Y3P anticorps specifique des molecules IAb, et L243 anticorps 
specifique des molecules DR1 . Ces differents anticorps etaient reveles par des anticorps 
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secondares couples a la phycoerythrine puis les marquages obtenus etaient analyses par 
cytometric de flux grace a un FACScalibur (Beckman). 

On observe ainsi que la molecule CD63 est bien-sur presente sur tous les exosomes 
issus de la cellule RBL exprimant ou non des molecules de classe II, alors que des billes 
de latex recouvertes d'exosomes IAb sont specifiquement reconnues par Y3P et non par 
L243 tandis qu'a l'oppose, les exosomes DRIiHA sont reconnus par L243 et non par Y3P. 
Aucun de ces anticorps ne reconnait des billes de latex recouvertes de Serum de veau 
foetal (Figure 5C). 

Ces resultats montrent que cette technique permet de detecter de maniere sensible 
et specifique l'expression de differentes proteines rentrant dans la composition des 
exosomes. L'exemple 8 montre par ailleurs que des tels produits (exosomes-support) 
permettent egalement de detecter ou de stimuler la proliferation de lymphocytes T 
specifiques. 

7-Manipulation de la composition des exosomes (Figure7) 

Les exosomes sont des vesicules delimitees par une bicouche lipidique dans 
laquelle sont inseres un grand nombre de molecules comme les molecules de classe II du 
CMH ou CD63 citees-precedemment. A l'interieur de ces vesicules, on trouve les regions 
cytoplasmiques des molecules transmembranaires precedentes mais aussi des proteines 
solubles issues du cytosol des cellules. Pour demontrer qu'il est possible de modifier a 
volonte le contenu de ces vesicules, nous avons utilise comme traceur la Green 
Fluorescent Protein (GFP). 

L'ADNc codant la GFP a ete fusionne a l'extremite COOH terminale de la chaine 
beta de la molecule DR1 humaine. Cette construction, inseree dans les vecteurs 
d'expression NT portant le gene de resistance a l'hygromycine, a ete cotransfectee dans la 
cellule RBL 2H3 avec un vecteur portant la chaine alpha de DR1 et le gene de resistance 
a la neomycine. Des cellules resistantes a ces deux antibiotiques ont ete selectionnees 
puis triees positivement pour l'expression de la GFP. 

Plus particulierement, nous avons realise une construction liant la partie 
cytoplasmique de la chaine DR|3 (en C-ter) a l'extremite N-ter de la GFP. L'ADNc de 
DRp possede un site PstI en position 565. Un fragment de 200 paires de bases environ du 
cote 3' de cet ADNc a ete amplifie par PCR a partir du vecteur pcDNA3/RSV/DRa au 
moyen de 2 oligonucleotides incluant le site PstI pour le 5' et le site Ncol pour le 3' qui de 
plus eliminait le codon stop. Le fragment de PCR obtenu a ete digere par PstI et Ncol et 
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clone dans les memes sites du vecteur pEGFP Nl (Clontech). Le plasmide resultant, 
digere par PstI et Xbal, a permis de liberer un fragment correspondant aux derniers 30 
acides amines de DRa suivi de la GFP. En parallele, le plasmide pcDNA3/RSV a ete 
digere par EcoRV/PstI, liberant ainsi un fragment correspondant au reste de la chaine 

5 DRa (du debut jusqu'au site PstI). Les deux fragments ont ensuite ete assembles puis 
clones dans pcDNA3/CMV entre EcoRV et Xbal. 

L f analyse de ces cellules (DR1 GFP) par cytometric de flux montre que les cellules 
reconnues par Tanticorps L243, specifique des molecules DR1, emettent aussi une 
fluorescence verte detectee dans le canal FL1 alors que des cellules transferees avec les 

10 chames alpha et beta de DR1 ne comportant pas de GFP n'emettent aucune fluorescence 
dans le canal FL1 (Figure 7A). 

Afin de montrer que la GFP est reellement contenue dans les exosomes de la 
cellule RBL 2H3, des exosomes issus des cellules RBL DR1 GFP ont ete prepares par 
ultracentrifugation differentielle puis analyses par western blot (Figure 7B) et cytometric 

15 de flux apres " crosslinking " sur des billes de latex (Figure 7C). Un anticorps specifique 
de la GFP detecte, par western blot, dans la cellule DR1 GFP et dans ses exosomes une 
proteine de 65 kDa correspondant au poids moleculaire de la chaine beta de DR1 
fusionnee avec la GFP (Figure 7 B) alors qu*aucun signal n'est detecte dans les lysats 
cellulaires de la cellule RBL2H3 exprimant ou non la molecule DR1 seule. Par 

20 comparaison entre des billes de latex " crosslinkees " avec du serum de veau foetal ou des 
exosomes issus de la cellule DR1 GFP, on observe que seules les billes recouvertes 
d'exosomes induisent une fluorescence dans le canal FL1 (FITC) et sont reconnues par 
l'anticorps L243, specifique de DR1, detecte par un anticorps secondaire couple a la 
phycoerythrine. 

25 Ces resultats demontrent done qu'il est possible d r introduire une proteine exogene a 

Tinterieur des exosomes produits par la cellule RBL 2H3. Ces resultats montrent aussi 
qu'il est possible de diriger une proteine dans un exosome par expression, dans la cellule 
productrice, sous forme de fusion avec une molecule transmembranaire, telle qu'une 
molecule du CMH. 

30 

8-Caracterisation fonctionnelle des exosomes (Figure 8) 

Get exemple montre que les exosomes produits par la cellule RBL2H3, portant des 
molecules de classe II du CMH, sont capables de Her un peptide antigenique et de 
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10 



15 



stimuler un lymphocyte T exprimant un recepteur specifique de ce complexe peptide- 
CMH classe II. 

Des exosomes produits a partir de cellules RBL DR1 IiHA marquees au green cell 
tracker ont fe£ incubes en presence de deux types de cellules T : des THA qui possedent 
un TCR spechique des complexes HLA-DR1/HA et des T Jurkat sauvages depourvues 
d'un tel recepteur. Les experiences de liaisons sont realisees en plaque 96 trous a fond 
rond, en milieu RPMI 1640 complement par 10% de serum de veau foetal, tamponne par 
lOmM Hepes a raison de 50ul final par puits, 10 5 cellules T par puits et des quantites 
variables d'exosomes fluorescents pendant 3 heures a 37°C. Ensuite, deux lavages sont 
effectues dans le meme milieu avant d'analyser les cellules reprises dans 400 ul de PBS 
au FACS. 

Une gamme effet dose a ete realisee montrant que l'intensite du marquage des THA 
etait proportionnelle a la quantity d'exosomes employee. 10 8 cellules RBL DR1 IiHA ont 
donne 700 ul d'exosomes. Des doses allant de 32 a 2 ul d'exosomes par puits ont ete 
testees. Le marquage obtenu avec 16 ul par point a ete retenu, ce qui correspond a la 
production d'exosomes effectuee par 2,3 millions de cellules (resultats non exposes). 

Les resultats obtenus montrent que la population THA est marquee par les 
exosomes fluorescents ce qui donne une fluorescence detectable en FL1 par 
cytofluorimetrie, tandis que les Jurkats sauvages ne sont pas modifiees (figure 8A). 
20 Le meme type de marquage a ete realise, mais apres la liaison des exosomes, les 

cellules T ont ete incubees avec un anticorps monoclonal de souris AD1 anti CD63 de rat, 
revele ensuite par des anticorps d'ane anti IgG de souris marques a la phycoerythrine 
(Jackson Immuno Research, West Grove, PA). Le meme marquage a 6te realise en 
parallele sur les cellules T n'ayant pas ete exposees a des exosomes. On observe (figure 
25 8B) que seules les cellules THA ayant lies des exosomes comme l'atteste leur 
fluorescence en FL1, sont aussi marquees en FL2 ce qui indique la nouvelle presence de 
CD63 de rat a leur surface. 

Nos resultats montrent done que les exosomes fluorescents sont utilisables pour 
visualiser par cytometric de flux des populations de lymphocytes T specifiques de 
30 complexes HLA-DR/peptide antigenique portes par les exosomes. 

Pour evaluer la capacite des exosomes a stimuler un lymphocyte T de maniere 
dependante de la presence d'un peptide, les exosomes obtenus a partir de la cellule DR1 
GFP ont ete crosslinkes sur des billes de latex puis incubes en presence de cellule de la 
lignee lymphocytaire T Jurkat exprimant ou non un recepteur T specifique du complexe 
35 DRl-peptide HA 307-319. 
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Les billes de latex ont ete preparees de la meme fa?on que pour la cytofluorometrie 
de flux mais lavees en milieu complet (RPMI, 10% serum de veau foetal, Penicilline- 
Streptomycine-Glutamine 1%, Bmercaptoethanol 0,1%, Sodium Pyruvate 4%). Pour la 
stimulation des lymphocytes T, chaque culot de billes a ete repris dans 100 jiL, 50^L 

5 depose dans le premier puits d'une plaque 96 puits et 50^iL dilue de deux en deux. Un 
controle a ete fait en procedant de la meme fa9on avec des billes incubees dans du serum 
de veau foetal. Les cellules T (T Jurkat Pasteur et THA1.7) ont ete ajustees a 10 6 
cellules/mL et SO^L ont ete deposes par puits. Le peptide dilue a 15^M dans du milieu 
complet a ete ajoute egalement a raison de 50^L par puits. Dans les series depourvues de 

10 peptide, 50|nL de milieu complet ont ete ajoutes par puits. La plaque de culture a ete 
placee dans Tincubateur (37°C, 5% C02, H20) pendant 20 heures puis le surnageant a 
ete preleve et la concentration d'IL2 a ete evaluee par un test CTL.L2. 

On observe ainsi que Taddition du peptide HA (5mM) induit specifiquement la 
stimulation de la cellule T Jurkat exprimant le recepteur du complexe DR1-HA (THA) 

15 alors qu'il n'a aucun effet sur le lymphocyte T controle (T Jurkat). Par ailleurs, des 
exosomes sont incapables de stimuler le THA en absence de peptide HA (Figure 8C). 

9-Exosomes de la lignee mastocytaire humaine HMC1 (Figure 9) 

20 Cet exemple montre que des exosomes modifies selon Tinvention peuvent etre 

produits a partir d'autres cellules, notamment humaines. En particulier, les resultats que 
nous avons obtenus demontrent que la lignee mastocytaire d'origine humaine HMC1 est 
capable de produire des exosomes sous Timpulsion d'une augmentation de calcium 
intracellulaire et dans des conditions identiques a celles qui induisent la secretion 

25 d'exosomes par la lignee de rat RBL 2H3 . 

La caracterisation de la lignee HMC1 par cytometric de flux indique que la surface 
de ces cellules exprime des molecules de classe I du CMH (W6.32) mais pas de 
molecules de classe II (L243). Par ailleurs, elles sont positives pour les molecules CD9, 
CD63 et CD81 mais negatives pour les molecules Lampl et Lamp 2 (Figure 9 A). 

30 Des exosomes ont ete produits a partir de la lignee HMC1 par Taddition de 

Ionomycine (ImM) puis purifies a partir des surnageants par ultracentrifugation 
differentielle. Leur composition a ete analysee par cytometric de flux apres " crosslinking 
" sur des billes de latex et par western blot. 

L'analyse des exosomes par la methode utilisant les billes latex montre qu ! ils 

35 portent les molecules Lampl, CD9, CD63, CD81 et les molecules de classe I du CMH 
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mais pas de molecules de classe II ni la molecule Lamp2 (Figure 9B). Par ailleurs, la 
morphologie observee par microscopie electronique de ces exosomes est identique a ceux 
produits par la lignee RBL 2H3. Enfin la composition proteique observee par western 
blot confirme ces resultats puisque nous avons trouve par cette technique les molecules 
CD63, Lampl, CMH de classe I alors que Lamp2, CMH de classe II restent negatifs 
(Figure 9C). 

En conclusion, la lignee HMC1 semble l'homologue humaine de la lignee de rat 
RBL-2H3 de part sa capacite, apres une augmentation de calcium intracellulaire, a 
produire des exosomes qui ont les memes caracteristiques structurelles et moleculaires. 
Ces cellules permettent done de produire des exosomes humains recombinants exprimant 
des molecules de classe II du CMH ou toute autre molecule qui y serait specifiquement 
adressee. 
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REVINDICATIONS 

1. Vesicule membranaire, caracterisee en ce qu'elle comporte une molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite humain. 

2. Vesicule selon la revendication 1 caracterisee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite est une molecule de classe II. 

3. Vesicule selon la revendication 2 caracterisee en ce que la molecule recombinante 
du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II est une chaine a. 

4. Vesicule selon la revendication 2 caracterisee en ce que la molecule recombinante 
du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II comprend une chaine a et une 
chaine p. 

5. Vesicule selon Tune des revendications 2 a 4 caracterisee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II est choisie parmi les 
serotypes DR1 a DR13, de preference DR1 a DR7. 

6. Vesicule selon la revendication 1 caracterisee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur d'histocompatibilite est une molecule de classe I. 

7. Vesicule selon Tune des revendications 1 a 6 caracterisee en ce qu'elle comporte 
un complexe entre un peptide defini et la molecule recombinante du complexe majeur 
d'histocompatibilite. 

8. Vesicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre une ou plusieurs molecules heterologues d'interet. 

9. Vesicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre un peptide ou une proteine recombinant permettant sa purification. 

10. Vesicule selon les revendications precedentes caracterisees en ce qu'elle 
comporte un marqueur. 

11. Vesicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle est 
essentiellement depourvue de molecules du CMH endogene. 

12. Vesicule membranaire caracterisee en ce qu'elle est obtenue a partir d'une cellule 
de mastocyte ou derivee de mastocyte, et en ce qu'elle comporte une ou plusieurs 
molecules heterologues d'interet. 

13. Vesicule selon la revendication 12, caracterisee en ce que la molecule d'interet 
est une proteine, un polypeptide, un peptide, un acide nucleique, un lipide ou une 
substance de nature chimique, biologique ou synthetique. 

14. Vesicule membranaire selon la revendication 13, caracterisee en ce que la 
molecule heterologue est une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite, un 
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antigene, un ligand de recepteur, un recepteur de ligand, un acide nucleique, un produit 
pharmacologique, un marqueur et/ou un peptide de purification. 

15. Vesicule selon la revendication 14, caracterisee en ce qu'elle exprime un 
recepteur de ligand et en ce qu'elle comporte une autre molecule heterologue d'interet. 

16. Vesicule membranaire, caracterisee en ce qu'elle comporte une molecule 
recombinante de fusion entre un polypeptide d'interet et un signal d'adressage. 

17. Cellule productrice d'exosomes, caracterisee en ce qu'elle comporte un ou 
plusieurs acides nucleiques recombinants codant pour une molecule du complexe majeur 
d'histocompatibilite. 

18. Cellule selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule de 
mastocyte. 

19. Cellule selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une lignee 
mastocytaire d'une leucemie a basophile, notamment de la lignee RBL, de preference 
RBL-2H3. 

20. Cellule selon l'une des revendications 17 a 19, caracterisee en ce qu'elle 
comporte un acide nucleique recombinant codant pour une chaine a et/ou une chaine p 
d'une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II et/ou pour une 
molecule du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I. 

21. Procede de production d'un exosome comportant une molecule recombinante 
definie, comprenant les etapes suivantes: 

a) la culture d'une cellule de mastocyte ou derivee de mastocyte comportant un acide 
nucleique recombinant codant pour ladite molecule recombinante definie, 

c) la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
comprenant ladite molecule recombinante definie. 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce qu'il comprend une etape 
intermediate b) au cours de laquelle les cellules sont stimulees pour induire et/ou 
augmenter la secr6tion des exosomes.. 

23. Procede selon la revendication 21 ou 22 caracterise en ce que la molecule 
recombinante definie est exposee a l'exterieur de l'exosome, ou est incluse, en partie ou en 
totalite, dans la fraction cytosolique de l'exosome. 

24. Procede selon l'une des revendications 21 a 23, caracterise en ce que la molecule 
recombinante est une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite, une molecule 
antigenique, un ligand de recepteur, un recepteur de ligand, un peptide de purification ou 
tout autre polypeptide d'interet. 
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25. Procede selon Tune des revendications 21 a 24 caracterise en ce que l ! acide 
nucleique comprend en outre une region codant pour un signal d f adressage vers les 
compartiments membranaires du mastocyte. 

26. Procede de preparation d f un exosome comportant un complexe peptide-CMH de 
5 composition definie, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comprenant un ou plusieurs acides 
nucleiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
10 exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH, et, 

- la mise en contact des exosomes avec le ou les peptides. 

27. Procede de preparation d'un exosome comportant un complexe peptide-CMH de 
composition definie, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comportant un ou plusieurs acides 
15 nucleiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH et un 

acide nucleique comprenant une region codant pour un peptide recombinant defini, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH associee audit 

20 peptide recombinant. 

28. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que l'acide nucleique codant 
pour le peptide recombinant code pour un derive de la chaine invariante li, dans lequel la 
region CLIP a ete deletee et substitute par ledit peptide. 

29. Procede selon Tune des revendications 26 a 28 caracterise en ce que la cellule 
25 productrice est une cellule de mastocyte ou derivee de mastocyte. 

30. Procede selon Tune des revendications 26 a 29 caracterise en ce que la cellule 
productrice est essentiellement depourvue de molecule du CMH endogene. 

31. Procede de modification de la composition d'un exosome, comprenant 

- Introduction dans une cellule productrice d'exosomes d'un acide nucleique codant 
30 pour une molecule definie, liee a un signal d'adressage dans les compartiments 

membranaires, et, 

- la production d'exosomes a partir de ladite cellule. 

32. Composition comprenant une ou plusieurs vesicules membranaires selon Tune 
des revendications 1 a 16. 
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33. Utilisation d'une vesicule selon Tune des revendications 1 a 16 pour la 
production d'anticorps, polyclonaux et/ou monoclonaux. 

34. Procede de production d'anticorps, comprenant l'immunisation d'un animal avec 
une vesicule selon la revendication 7 et la recuperation des anticorps et/ou des cellules 

5 produisant des anticorps ou impliquees dans la reponse immunitaire. 

35. Procede selon la revendication 34, pour la production d'anticorps monoclonaux, 
notamment specifiques de l'association CMH-peptide. 

36. Utilisation d'un anticorps obtenu selon la revendication 34 ou 35, ou d'un 
fragment d'un tel anticorps, pour la detection, dans un echantillon biologique, de la 

10 presence d'antigenes specifiques correspondants. 

37. Utilisation d'un anticorps produit selon la revendication 34 ou 35, d ! un fragment 
d'un tel anticorps, ou d'une vesicule selon la revendication 1 pour la preparation d'une 
composition therapeutique destinee a inhiber l'interaction entre le recepteur d'un 
lymphocytes T et le complexe CMH-peptide pour lequel il est specifique. 

15 38. Utilisation d'une vesicule membranaire selon Tune des revendications 1 a 16 

pour la detection de partenaires specifiques d'une molecule proteique dans un echantillon 
biologique. 

39. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un complexe CMH- 
peptide pour la detection de lymphocytes T specifiques de ce complexe dans un 

20 echantillon biologique. 

40. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un recepteur TcR 
pour la detection de complexes peptide-CMH specifiques de ce recepteur dans un 
echantillon biologique. 

41. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un recepteur de 
25 ligand pour la detection de la presence dudit ligand dans un echantillon biologique. 

42. Methode pour la detection de la presence de lymphocytes T specifiques de 
complexes antigene-CMH dans un echantillon biologique, comprenant la mise en contact 
dudit echantillon avec un exosome marque selon la revendication 7, comportant ledit 
complexe antigene-CMH, et la mise en evidence du marquage de lymphocytes T dans 

30 ledit echantillon. 

43. Utilisation d'une vesicule selon la revendication 7 pour ramplification clonale 
et/ou la stimulation ex vivo de lymphocytes T cytotoxiques ou auxiliaires. 

44. Utilisation d'une vesicule selon l'une des revendications 11 a 16 pour la 
preparation d'une composition destinee a vehiculer ladite molecule vers une cellule. 

35 45. Composition comprenant un ou plusieurs exosomes immobilises sur un support. 
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46. Utilisation (Tune vesicule membranaire selon Tune des revendications 1 a 16, 
notamment sous forme immobilisee sur un support, pour la purification de cellules. 



This Page Blank (uspto) 



WO 00/28001 



PCT/FR99/02691 




RBL 



10 U 10 1 1<T 10 J «T 
FL1-H 



1/10 




10° 10 1 10 2 10 3 10"" 
FL1-H 



Figure 1 






in i c nc dciidi A^CMCMT /PPftl F 9R\ 



WO 00/28001 



PCT/FR99/02691 



Figure 3 



3/10 




io° 10 1 icr itr icr 




FL1-H 



10' 



10' 10 z 10 3 10* 




WO 00/28001 " 1 PCT/FR99/02691 



4/10 Figure 4 



B 




WO 00/28001 



PCI7FR99/02691 



CMH II 



5/10 



B 




10 J 10 q 



10 w 10 1 10 2 10 3 10" 1 
FL1-H 



FIGURE 5 



RBL IAbli 
cells exosomes 



475 



37,2 




anti IAalpha 




MHC II (IA) 



MHC II (HLA-DR) 




FL2-H 



10' 



l° 10 1 10 2 10 3 10" 
FL2-H 



NT 10' 10 



FL2M 



PCS 




10° 10 1 10^ 10 3 
FL2-H 



FL2-H 



exos RBL 



10° 10 1 10 2 10 3 10 4 
FL2-H 




10° 10 1 10 2 10* 
FL2-H 




exos RBLIAbli 



10° 10 1 10 2 10 3 10 4 
FL2-H 



10 U 10* 1<T 1(T 10 q 
FL2-H 




10° 10 1 10 2 10 3 10 4 



10° 1? id 2 to 3 10 4 
fu-h 



exos RBL 
DRlliHA 



10° 10 1 10 2 10 3 10 4 
FL2-H 



mm i c r\c dciidi ArCHCMT IPPftl P 9fi\ 



WO 00/28001 



PCT/FR99/02691 



6/10 



i 
! 




I 

FIG6A 



i 

-•i 
1 . 
t 

Figure 6 



r-ciui I c nc dchdi ArcUCUT /RFrtl F 9R\ 



WO 00/28001 



PCI7FR99/02691 



8/10 



L243PE 



GFP 




B 



RBL 
DRlgfp 



FL2-H 



FL1-H 



12 3 4 



125 — 
75 ~ 

44 - 



antigfp 



1RBL2H3 

2RBLDR1 

3 RBL DRlgfp 

4 exosomes RBL DRlgfp 



Aldehyde/sulf ate Latex beads 
GFP L243 PE 




Beads 
DR1GFP 



Figure 7 



r- «•= * rrilCMT lOCftl C Ott\ 



WO 00/28001 



PCT/FR99/02691 



9/10 



Jurkat 



Figure 8 



T-HA 





FL1 



B 




anti-CD63 
sans exosomes 




FL1 



anti-CD63 
avec exosomes 





12 




8 




4 


X 




6 


12 


U 


8 




4' 




0 



THA 


<> ^ M + HA 




(5MM) 


T Jurkat 


HA 




(5HM) 







5 10 
Beads-coupled exosomes ((lg/well) 



■-i-i in i e r*e DCMDI ArCMCMT /DP^I P OA\ 



r-ir) 

WO 00/28001 



^ PCT/FR99/02691 



10/10 




Exosomes HMC-1 



Lysat Exosomes 
HMC-l HMC-l 
10ng 3ngl0ng 3^g 

Class* I 
(HC10) 



Figure 9 



CI ass t II 
(IBS) 

CD63 




INTERNATIO 



SEARCH REPORT 



Inter jnai Application No 

PCT/FR 99/02691 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT HATTER 

IPC 7 C12N5/10 A61K39/385 C07K16/00 
A61K39/395 



C12N15/12 G01N33/50 



According to Intemattonal Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic ***** base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 Citation of document, with incfication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 97 05900 A (RIJKSUNIVERSITEIT TE LEIDEN 
ET AL.) 20 February 1997 (1997-02-20) 
page 6, line 13 - line 32; claims 

G. RAPOSO ET AL.: "ACCUMULATION OF MAJOR 

HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX CLASS II 

MOLECULES IN MAST CELL SECRETORY GRANULES 

AND THEIR RELEASE UPON DEGRANULATION." 

MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, 

vol. 8, no. 12, December 1997 (1997-12), 

pages 2631-2645, XP0021 13183 

BETHESDA, MD, US 

cited in the application 

page 2643, left-hand column, paragraph 2 

-right-hand column, paragraph 1 

-/- 



1-7,17, 
20 



1-46 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

■A - document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but pubfished on or after the intemattonal 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

*p* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



19 April 2000 



Date of mailing of the international search report 



27/04/2000 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. PB. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (431-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (431-70) 340-3016 



Authorized officer 



Ryckebosch, A 



Fonn PCT/ISAA10 (eeoond shoot) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATION 



EARCH REPORT 



Inter >nal Application No 

PCT/FR 99/02691 



^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indfcatton.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



6. RAP0S0 ET AL.: "B LYMPHOCYTES SECRETE 

ANTIGEN-PRESENTING VESICLES." 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, 

vol. 183, March 1996 (1996-03), pages 

1161-1172, XP002060486 

NEW YORK, N.Y., US 

cited in the application 

page 1170, right-hand column, paragraph 2 

L. ZITVOGEL ET AL.: "ERADICATION OF 
ESTABLISHED MURINE TUMORS USING A NOVEL 
CELL-FREE VACCINE: DENDRITIC CELL-DERIVED 
EXOS0MES." 
NATURE MEDICINE, 

vol. 4, no. 5, May 1998 (1998-05), pages 

594-600, XP002085387 

new york, n.y. , us 

cited in the application 

page 594, right-hand column, paragraph 1 



1-46 



1-46 



Foim PCT71SA/210 (continuation of eeoond etoet) (July 1982) 



page 2 of 2 



INTERNATIOflU SEARCH REPORT 

information on patent family member* 



Inters «ial Application No 

PCT/FR 99/02691 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
members) 



Publication 
date 



WO 9705900 



20-02-1997 



AU 
CA 
EP 
JP 



6632496 A 
2225553 A 
0841945 A 
11510507 T 



05-03-1997 
20-02-1997 
20-05-1998 
14-09-1999 



Foon PCTOSAJ210 (patent tamly anmx) (July 1992) 



This Page Blank (uspfoj 



INTERNATIONAL 



CHERCHENBERICHT 



Demi * International© No 

PCT/FR 99/02691 



C f B^ EME ^ ZNB/To 7 ° E ^ A61K39/385 C07K16/00 C12N15/12 G01N33/50 
A61K39/395 

Selon la classification international© des brevets <CIB> ou a la fate selon to classification nationals et la CIB 



B. DOMA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minim aie consuttee (systems de dassification survi des symboles de classement) 

CIB 7 C12N A61K 



Documentation consult** autre que la documentation minimale dans ta mesure ou ces documents relevant des domainea sur tesqueis a porte la recherche 



Base de donnees electron Ique consuttee au coure de la recherche Internationale (nom de la base de donneee, et si realisable, termee de recherche utiUees) 



C. DOCUMENTS CONSIDER ES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 



identification dee documents cites, avec, le caa echeant. I'indcatton des passages pertinents 



no. des revendicatione v toooo 



WO 97 05900 A (RIJKSUNIVERSITEIT TE LEIDEN 
ET AL. ) 20 fevrier 1997 (1997-02-20) 
page 6, ligne 13 - ligne 32; 
revendi cations 

6. RAP0S0 ET AL.: "ACCUMULATION OF MAJOR 

HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX CLASS II 

MOLECULES IN MAST CELL SECRETORY GRANULES 

AND THEIR RELEASE UPON DE6RANULATI0N . " 

MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, 

vol. 8, no. 12, decembre 1997 (1997-12), 

pages 2631-2645, XP002113183 

BETHESDA, MD, US 

cite dans la demande 

page 2643, colonne de gauche, alinea 2 

-colonne de droite, alinea 1 

-/- 



1-7,17, 
20 



1-46 



13 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la Date dee documents 



Lee documents de families de brevets sont IndJques en annexe 



* Categories speoiales de documents cites: 

■A* document defintesant retat general de la technique, non 

considere oomme partlcufierement pertinent 
'E* document anterieur. maia publle a la date de depot International 

ou apree cette date 
*f document pouvant ieter un doute sur une revencfication de 

priortte ou cite pour determiner ta date de publication cfune 

autre citation ou pour une raison specials (telle qu'indiquee) 
•O" document se referartt a une cSvulgatton orate, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyena 
•p* document puWie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de prtorite revendiquee 



T document ufterleur pubHe apres la date de depot international ou la 
date de priority et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de invention 

■X" document partlcuBerernent pertinent: Plnven tion revendiquee ne peut 
etre oortsideree comme nouvelie ou comma ImpUquant une acuvfte 
inventive par rapport au document considere Isolement 

"Y" document particuUerement pertinent; rfnven tion revendiquee 

ne peut etre conskJeree oomme impUquartt une acuvfte Inventive 
loreque te document est asaocie a un ou pJusieuro autres 
documents de meme nature, cette combinaJson etant evidente 
pour une pereonne du metier 

'&* document qui fait partie de la meme famllle de brevets 



Date a laqueUe la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

19 avril 2000 



Date drexpecfition du present rapport de recherche Internationale 

27/04/2000 



Nom et adresae poetale de I'aornircstration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, PB. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (431-70) 340-3016 



Foncttonnaire autorise 



Ryckebosch, A 



Formula** PCT/1SA/210 (deuxfenw feuffle) (Juliet 1862) 



page 1 de 2 



INTERNATIONALER' 



HERCHENBERICHT 



Demi Internationale No 

PCT/FR 99/02691 



C(8Ult») DOCUMENTS CONSIDERES COMllK PERTINENTS 



CatAgorta >( injunction <*» documwt. dtee, avecle ca. ocheam, rindteatlonoee pae^oee p«tln«nt« 



G RAP0S0 ET AL . : "B LYMPHOCYTES SECRETE 

ANTIGEN-PRESENTING VESICLES." 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, 

vol. 183, mars 1996 (1996-03), pages 

1161-1172, XP002060486 

NEW YORK, N.Y. , US 

cit£ dans la demande 

page 1170, colonne de droite, alinea Z 

L ZITVOGEL ET AL.: "ERADICATION OF 
ESTABLISHED MURINE TUMORS USING A NOVEL 
CELL-FREE VACCINE: DENDRITIC CELL-DERIVED 
EXOSOMES." 

NATURE MEDICINE, nc . 

vol. 4, no. 5, mai 1998 (1998-05), pages 

594-600, XP002085387 

new york, n.y., us 

cite dans la demande ^ 

page 594, colonne de droite, alinea 1 



1-46 



1-46 



INTERNATIONAL 



CHERCHENBERICHT 



Rensotgnementa retains aux i i iei n b ra a de famines da bravats 



DemT"' , intemationala No 

PCT/FR 99/02691 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Datede 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevat(s) 



Datede 
publication 



WO 9705900 



20-02-1997 



AU 
CA 
EP 
JP 



6632496 A 

2225553 A 

0841945 A 

11510507 T 



05-03-1997 
20-02-1997 
20-05-1998 
14-09-1999 



FoonuWrs PCT/13A/S10 (annaxs tenllea da bravatt) QidW 1862) 




this Page Blank (uspto) 



1 



TRAITfc OE COOPERATION EN MATIL. <E DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIO 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

B0018WO 



voir la notification de transmission du rapport cfexamen 
POUR SUITE A DONNER preiiminaire international (formulaire PCT/1PEA/416) 



Demande Internationale n° 
PCT/FR99/02691 



Date du depot international Qour/moi$/ann6e) 
04/11/1999 



Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
05/11/1998 



Classification Internationale des brevets (CIB) oualafols classification nationale et CIB 
C12N5/10 



Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RE.et al. 



1 . Le present rapport d'examen preiiminaire international, etabli par radministaration chargee de I'examen preiiminaire 
international, est transmis au d6posant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 10 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

8 U est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
(•administration chargee de I'examen preiiminaire international (voir la regie 70.16 et rinstruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 5 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I H Base du rapport 



d'application industrielle 
Absence tfunite de invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaut6, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 


H 


VI 


□ 


VII 


B 


VIII 





Date de presentation de la demande cfexamen preiiminaire 
Internationale 

22/04/2000 



Date d'achevement du present rapport 

02.03. 01 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preiiminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 -4465 



Fonctionnaire autorise 
Buchet, A 

N° de telephone +49 89 2399 7401 



A 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feufflede couverture) (Janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PREUMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/02691 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a £t£ r6dig6 sur la base des cements ci-apr6s (fes feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises d 
I'office rScepteur en r4ponse d une invitation faite conform6ment a Varticle 14 sont considSrtes dans le present 
rapport comme "initialement d6pos6es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)) : 

Description, pages: 

1-44 version initiate 

Revendications, N°: 

-1 .47 re$ue(s)le 08/01/2001 avec la lettre du 03/01/2001 
Dessins, feuilles: 

1/10-10/10 version initiale 



2. En ce qui conceme la langue, tous les elements indiquSs ci-dessus etaient h la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete d£pos6e, sauf indication contraire 
donn6e sous ce point. 

Ces elements etaient k la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la rfcgle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la rfegle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr6liminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui conceme les sequences de nucleotides ou d'aclde amines divulguSes dans la demande 
intemationale (le cas echeant), I'examen preiiminaire intemationale a £te effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement h I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et foumi ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6pos£e, a ete foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr£es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques & 
celles du listages des sequences Pr£sent£ par 6crit, a 6t6 foumie. 

4. Les modifications ont entrain^ I'annulation : 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



□ de la description, pages: 

□ des revendications, n": 

□ desdessins, feuilles: 

* ° ^^^^^^^^^ 

70 2(c)) * 

annexteau present rapport) 
6. Observations complementaires. le cas echeant : 

□ limite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

O paye des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes addHionnel.es. 

13.3, 

□ il est satisfait a Vexigence d'unite de (Invention. 

. l ^p.-«l^™*-»*^*- pMh, *" —,! 

voirleuilleseparee 

4 En cons 6q uence,esp^^ 

SoSal to. * la formulation du present rapport : 

B toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n" . 



i 

i ■ 



Pnrmidairft 



POT/lPFA/409 (cadres l-VUl. feuille 2) fiuUlet 1998^ 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n° PCT/FR99/02691 



1. Declaration 



Nouveautg 



Oui : Revendications 3, 5, 9-11,1 6-31 , 35, 40, 42, 46-47 

Non : Revendications 1 -2, 4, 6-8, 1 2-1 5, 32-24, 36-39, 41 , 43-45 



Activity inventive 



Oui : Revendications 
Non: Revendications 1-47 



Possibility ^application industrielle Oui: Revendications 1-47 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feutlle separee 

VII. Irregularis dans la demande Internationale 

Les irr6gu1arit6s suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont 6t6 constatees : 
voir feullle separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes soht faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entferement sur la description : 
voir feuille separee 



P^rmnlaira PfTTTIPFAMnp foaffTAK I-VII1. feiilllfi 3> fiufllet 1998} 



„_ rvcvAMFN Demar* internationals n- PCT/FR99/02691 
AL - FEUILLE SEPAREE 



II est fait reference aux documents suivants: 



D1: WO 97 05900 A 

D2: Molecular Biology of the Cell 

vol. 8, n° 12, 1997, pp 2631-2645 
D3: Nature Medicine 

vol. 4, n° 5, 1998, pp 594-600 



rnnrernant le point IV 
Absence d'unite de I'invention 

L es caracteristiques techniques essentielles (voir aussi Points V-1 et VIII) des 

• JSJ^Js vesicule membrane competent une ou plusteurs molecules 
hMU m 21 ■ orocede de production tfexosomes pa' culH-'e tfune cellule 

^^T^osition comprenant des exosomes ,mmob,l,ses sur 

support- 

Z£Z»» -.re e.les, II n'est pas nouveau ou ne re,eve d'aucune actrvae 
. 13PCT). 
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1) Nouveaute : 

- D1 foumit de nouveaux outils, a savoir des vehicules, pour la vaccination 
(revendication 7). II s'agit des exosomes, vesicules membranaires riches en molecules 
du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH), s6cretes par les cellules 
presentatrices d'antig&nes. Ainsi aprfcs endocytose et clivage, un antigfcne endogene 
ou exogene est pris en charge par le CMH de classe I ou II, respectivement, et 
presents a la surface des exosomes dans une configuration lui conferant un fort 
pouvoir immunogene (revendication 4). Altemativement, le peptide peut etre pris en 
charge par le CMH apres son incubation avec des exosomes a vides"(p 6, 1 33- p 7, 1 2). 
Differents types cellulaires sont capables de former des exosomes: lymphocytes B, 
macrophages ou cellules dendritiques (revendication 6), notamment de source 
humaine (Fig. 1). Un exosome portant a sa surface un peptide d'interet est capable 
d'induire une reponse par les lymphocytes T specifiques (revendication 10). Par 
exemple, un exosome, riche en molecules du CMH de classe II car issu d'un 
reticulocyte et arborant le peptide 418-427 de I'antigdne HSP65 de Mycobacterium 
Leprae, active le clone 2F10 capable de reconnaitre ce peptide dans le contexte 
HLADR15 (Fig. 4). Cette reponse du systeme immunitaire cellulaire peut etre bloquee 
par I'ajout d'anticorps anti-HLA-DR. Afin de controler davantage la presentation des 
antigenes k la surface des exosomes, il est propose d'introduire les genes codant le 
CMH dans les cellules productrices tfexosomes ou de construire des exosomes 
purement synthetiques k partir de liposomes (p 6, 1 25-32). 

- La precision du proced§ mis en oeuvre pour obtenir un produit ne suffit pas k rendre 
ce produit nouveau. Ainsi, I'expression "produite par une cellule modifiee 
genetiquement" ne confere aucune caracteristique particuliere aux vesicules de la 
revendication 1 . Cette expression est redondante avec le terme "recombinant 0 qui lui- 
meme ne confere aucune propriete particuliere aux molecules du CMH 
correspondantes (voir aussi Point VIII-1). Ainsi, les vesicules membranaires analysees 
aux figures Fig. 1 et 2 de D1 repondent aux criteres des revendications 1-2, 4 et 7-8. 

- Par ailleurs, la mention de la source de la vesicule revendiquee k la revendication 12 
("obtenue a partir d'une cellule de mastocyte") n'implique aucune caracteristique 
technique particuliere pour ladite vesicule (voir aussi Point VIII-1), a part celle de 
posseder des molecules du CMH de classe II k sa surface (voir D2), comme pour les 
exosomes decrits dans D1 . Ceci est tfautant plus vrai que I'expression a deriv6e° est 
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32-34, 36-37, 39 et 43-45 rVest pas nouveau au vu de D1 . 

capable se fixer sur las recepteurs presents a leur surface (p 2642, Fig. 7). 
. u compile , g E,„.i g e„e u«,ise dans P2 

et 41 n'est pas nouveau. 
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production de IFrry (p 595, colonne de gauche, 1 22-30). Ce system 
perspectives pour le traitement du cancer. 

.Leterme "recombinant" uti.ise dans la revendication 1 ne confere aucune propriete 
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particuliere aux molecules de CMH correspondantes (voir aussi Point VIII-1). Ainsi, les 
vesicules membranaires decrites dans D3 repondent aux criteres des revendications 1 
et 6-7. D3 anticipe done le contenu des revendications 1 , 6-7, 32, 38-39 et 43-44. 

- Pour les raisons mentionnees ci-dessus, les revendications 1-2, 4, 6-8, 12-15, 32-34, 
36-39, 41 et 43-45 ne remplissent pas les conditions de nouveaute enoncees a I'Article 
33.2 PCT. 

2) Activite inventive : 

- Bien que nouveau, I'objet des revendications 3, 5, 9-1 1 , 16-31 , 35, 40, 42 et 46-47 ne 
semble pas pouvoir servir de base a la reconnaissance d'une activite inventive: 

- Le probleme technique que se propose de resoudre la presente demande est 
I'obtentiori de vesicules membranaires de composition contrdlee. 

- La solution decrite dans la presente invention est I'utilisation de cellules productrices 
d'exosomes, en particulier des souches de mastocytes (A: revendications 18-19, 22 et 
29) produisant peu de molecules de CMH (B: revendications 11 et 30), transformers 
par des ADN recombinants codant un produit d'interet (C: revendications 21 et 24) -a 
savoir des molecules du CMH (revendications 3, 5, 17, 20 et 26-28), une molecule de 
purification (revendication 9) ou un marqueur (revendication 10)- qui sera exprime dans 
les exosomes, eventuellement a I'aide d'un signal d'adressage (D: revendications 16, 
23, 25 et 31). De tels exosomes, eventuellement immobilises sur des billes (E: 
revendication 47) pourront avoir diverses applications (F): obtenir des anticorps 
(revendication 35), detecter des complexes spScifiques du recepteurTcR 
(revendication 40) et des lymphocytes T specifiques d'un complexe antigene-CMH 
(revendication 42), ou purifier des cellules (revendication 46). 

- D1 anticipe I'essence-meme de I'invention puisqu'il est propose dans ce document 
d'introduire les genes codant le CMH dans les cellules productrices d'exosomes, afin 
de contrdler davantage la presentation des antigenes a la surface des exosomes (p 6, 1 
25-32). * 

- La presente invention ne consiste done qu'en une generalisation a toute molecule 
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Irregularites dans la demande Internationale 
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,. nn6 ... p oin t v-1 I'origine ("recombinante", revendications 1-7, 9; 
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REVENDICATIONS 

1 . Vesicule membranaire produite par une cellule modifi£e gen£tiquement, 
ladite v£sicule comportant une molecule recombinante du complexe majeur 

S dlristocompatibilite humain. 

2. Vesicule selon la revendication 1 caract&isee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur dliistocompatibilite est une molecule de classe n. 

3. Vesicule selon la revendication 2 caracterisee en ce que la molecule recombinante 
du complexe majeur dliistocompatibilite de classe II est une chaine a. 

10 4- Vesicule selon la revendication 2 caracterisee en ce que la molecule recombinante 

du complexe majeur dliistocompatibilite de classe II comprend une chaine a et une 
chaine p. 

5. Vesicule selon Tune des revendications 2 & 4 caracterisee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur dliistocompatibilite de classe II est choisie parmi les 

1 5 serotypes DR1 a DR1 3, de preference DR1 k DR7. 

6. Vesicule selon la revendication 1 caracterisee en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur dliistocompatibilite est une molecule de classe I. 

7. Vesicule selon Fune des revendications 1 k 6 caracterisee en ce qu'elle comporte 
un complexe entre un peptide defini et la molecule recombinante du complexe majeur 

20 dliistocompatibilite. 

8. Vesicule selon ltoe des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre une ou plusieurs molecules heterologies d'interet, 

9. V£sicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre un peptide ou une prot&ne recombinant permettant sa purification. 

25 10. Vesicule selon les revendications precedentes caracterisees en ce qu'elle 

k 

comporte un marqueur. ^ 

11. Vesicule selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle * 
est essentjellement depourvue de molecules du CMH endogene, 

12. Vesicule membranaire caracterisee en ce qu'elle est obtenue k partir d'une cellule 
30 de mastocyte ou derivee de mastocyte modifi£e genetiquement, et en ce qu'elle comporte 

une ou plusieurs molecules heterologies d'interet 

13. Vesicule selon la revendication 12, caracterisee en ce que la molecule d'interet 
est une proteine, un polypeptide, un peptide, un acide nucleique, un lipide ou une 
substance de nature chimique, biologique ou synthetique. 
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14. Vesicule membranaire selon la revendication 13, caracterisee en ce que la 

molecule necrologue est une molecule du complexe majeur d-histocompatibUite, un 

antigene, un ligand de recepteur, un recepteur de ligand, un acide nucleique, un produit 

pharmacologique, un marqueur et/ou un peptide de purification. 
5 15. Vesicule selon la revendication 14, caracterisee en ce qu'elle exprime un 

recepteur de ligand et en ce qu'elle comporte une autre molecule heterology d'interet 
16. Vesicule membranaire selon I'une quelconque des revendications 

prtcedentes, caracterisee en ce qu'elle comporte une molecule recombinante de fusion 

entre un polypeptide d'interet et un signal d'adressage. 
10 17. CeUule productrice d'exosomes, caracterisee en ce qu'elle comporte un ou 

plusieurs acides nucieiques recombinants codant pour une molecule du complexe majeur 

^histocompatibility. 

18. Cellule selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une ceUule de 
mastocyte. 

15 19. Cellule selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une hgnee 

mastocytaire d'une leucemie a basophile, notamment de la lignee RBL, de preference 
RBL-2H3. 

20. Cellule selon l'une des revendications 17 a 19, caracterisee en ce qu'elle 
comporte un acide nucleique recombinant codant pour une chaine a et/ou une chaine P 

20 d'une molecule du complexe majeur dWstocompatibilte de classe II et/ou pour une < 
molecule du complexe majeur d'rustocompatibilite de classe I. 

21. Proc6d6 de production d'une vesicule membranaire selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 16, comportant une molecule recombinante d6finie, comprenant 
les Stapes suivantes: 

25 a) la culture d'une ceUule de mastocyte ou derivee de mastocyte comportant un 

acide nuc!6ique recombinant codant pour ladite molecule recombiriante de^uiie, 

c) la recuperation des v&icules produits par lesdites cellules, ces vesicules 
comprenant ladite molecule recombinante deiinie. 

22. Precede selon la revendication 21, caracterisS en ce qu'il comprend une etape 
30 intermediaire b) au cours de laquelle les cellules sont stimulees pour induire et/ou 

augmenter la secr&ion des exosomes.. 

23. Precede selon la revendication 21 ou 22 caracteris6 en ce que la molecule 
recombinante d6finie est exposee a l'exterieur de l'exosome, ou est incluse, en partie ou en 
totality, dans la fraction cytosolique de l'exosome. 
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24. Precede selon Tune des revendications 21 k 23, caracterise en ce que la molecule 
recombinante est une molecule du complexe majeur dliistocompatibilite, une molecule 
antiginique, un ligand de rdcepteur, un r6cepteur de ligand, un peptide de purification ou 
tout autre polypeptide d'int&et 
5 25. Procede selon Tune des revendications 21 & 24 caracterise en ce que l'acide 

nucleique comprend en outre une region codant pour un signal d'adressage vers les 
compartiments membranaires du mastocyte. 

26. Proc&te de preparation d'un exosome comportant un complexe peptide-CMH de 
composition definie, caracterise en ce qu'il comprend: 

10 - la culture d'une cellule productrice d'exosomes comprenant un ou plusieurs acides 

nucieiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH, et, 

15 - la mise en contact des exosomes avec le ou les peptides. 

27. Procede de preparation d'un exosome comportant un complexe peptide-CMH de 
composition definie, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comportant un ou plusieurs acides 
nucieiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH et un 

20 acide nucleique comprenant une region codant pour un peptide recombinant defini, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH associee audit 
peptide recombinant 

25 28. Precede selon la revendication 27, caracterise en ce que l'acide nucleique codant 

pour le peptide recombinant code pour un derive de la chaine invariante li, dans lequel la 
region CLIP a 6t6 deietee et substituee par ledit peptide. 

29. Procede selon Tune des revendications 26 k 28 caracterise en ce que la cellule 
productrice est une cellule de mastocyte ou derivee de mastocyte. 
30 30. Precede selon Tune des revendications 26 h 29 caracterise en ce que la cellule 

productrice est essentiellement depourvue de molecule du CMH endogene. 

3 1 . Proced6 de modification de la composition d'un exosome, comprenant 

- 1'introduction dans une cellule productrice d'exosomes d'un acide nucleique codant 
pour une molecule definie, liee & un signal d'adressage dans les compartiments 

35 membranaires, et, 
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44. Utilisation d*une v6sicule selon Fune des revendications 12 & 16 pour la 
preparation d*une composition destinte & v£hiculer ladite molecule vers une cellule. 

45. Composition comprenant une ou plusieurs v&icules membranaires 
immobiIis6es sur un support 

46. Utilisation d\me v&icule membranaire selon Tune des revendications 1 k 16, 
notamment sous forme immobilisde sur un support, pour la purification de cellules. 

47. Composition selon la revendication 45, comprenant une ou plusieurs 
v&icules membranaires immobilises sur une bille, notamment une bille en latex ou 
une bille magn&ique. 
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and Section 607 of the Administrative Instructs under the PCT). 



These annexes consist of a total of. 



sheets. 



3. TOs report conuinsindi^ 

t ^ Basis of the report 

h n Priorit y 

n , □ Non-establishment of opinion with regard to nove.ty, inventive step and industria. applicability 

iv fyl Lack of unity of invention 

V citations and explanations supporting such statement 

VI Q Certain documents cited 

VII ^ 'Certain defects in the international application 
*mi M Certain observations on the international application 
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IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
* 1 1 restricted the claims. 

n paid additional fees. 

I I paid additional fees under protest. 

F~l neither restricted nor paid additional fees. 

1^1 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 

2. I^J not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

CKI not complied with for the following reasons: 
See Supplemental Box 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

1X1 all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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. Basis of the report 

1 -^7^ d t0 the elements of the international application:* 

□ 



the international application as originally filed 

the description: 
pages 
pages 
pages 



, as originally filed 
filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 
pages 



, as originally filed 

" ' as amended (together with any statement under Article 19 

s filed with the demand 



the drawings: 
pages 
pages 
pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, as originally filed 

, filed with the demand 



Pa8CS ked ab „v e were available or furnished to mis Authority in the language in which 

2. With regard to the language, all the i *^ indicate d under this item. ■ which is: 

1 ^T^Z^To^^ Authority in the following tar— 



° r55 3) « M disekMcd in the taitenHtional applictfion. «he taileni^tional 

□ containedinmeinternationalapplicationinwrittenform. 

□ f,,ed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable fom, ^ ^ ^ 
H me statement that the subsequently sequence hstmg 

international application as filed has been furmshed. ^ Ksting has 

□ The statement that the information recorded in computer readable form 

been furnished. 

1 4. □ The amendments have resulted in the cancellation of: 

\ | the description, pages 

[~] the claims, Nos. . 



I ,„ rtis report as originally juea u«« 

| ^ replacement sheet containing such amendments must be rejerre 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: IV 



Lack of unity of the invention 

- The essential technical features (see also Boxes V-l 
and VIII) of the following independent claims relating to 
the invention are: 



• Claim 1 : membrane vesicle comprising a human MHC 
molecule; 

• Claim 12 : membrane vesicle comprising one or more 
heterologous molecules; 

• Claim 21 : method for producing exosomes via a culture 
of a cell comprising a recombinant nucleic acid coding 
for a defined molecule; 

• Claims 36 and 37 : the use of vesicle-derived 
antibodies; 

• Claim 45 : composition including exosomes immobilized on 
a support. 

- Clearly, the substances or methods described in said 
independent claims solve different technical problems, 
and while a link may be established, it is not novel and 
does not involve an inventive step; see Box V below. 

Therefore, the present application does not comply with 
the rule of unity of invention (PCT Rule 13). 
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| V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



Citations and explanations 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



3, 5, 9-11, 16-31, 35, 40, 42, 46- YES 
47 

1-2, 4, 6-8, 12-15, 32-34, 36-39, NQ 
41, 43-45 

YES 

1-47 NO 



1-47 



Reference is made to the following documents; 



YES 
NO 



Dl: 
D2: 

D3: 



WO-A-97/05900; 

Molecular Biology of the Cell, Vol. 8, No. 12, 1997, 
pp. 2631-2645; 

Nature Medicine, Vol. 4, No. 5, pp. 594-600. 



1) Novelty : 

- Dl provides new tools, i.e., carriers, for vaccination 
(Claim 7). Said tools are exosomes, membrane vesicles rich 
in major histocompatibility complex (MHC). molecules, 
secreted by antigen-presenting cells. Thus after 
endocytosis and cleavage, an endogenous or exogenous 
antigen is taken up by the class I or II MHC, 
respectively, and presented on the surface of the exosomes 
in a configuration giving it a strong immunogenic 
capability (Claim 4). Alternatively, the peptide may be 
taken up by the MHC after incubating with -empty" exosomes 
(page 6, line 33 to page 7, line 2). Different types of 
cells can produce exosomes: B-lymphocytes, macrophages or 
dendritic cells (Claim 6) , notably derived from humans 
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(Fig. 1) . An exosome carrying a peptide of interest on its 
surface can induce a response by specific T-lymphocytes 
(Claim 10) . For example, an MHC class II-enriched exosome, 
so called because it is derived from a reticulocyte and 
houses the peptide 418-427 from the antigen HSP65 of 
Mycobacterium leprae, activates the clone 2F10 which can 
recognize said peptide in the context of HLA-DR15 (Fig, 4). 
This response of a cell immune system can be blocked by 
adding an anti-HLA-DR antibody. In order to control more 
effectively the presentation of antigens on the surface of 
exosomes, Dl suggests introducing MHC-coding genes into 
exosome-generating cells or making purely synthetic 
exosomes from liposomes (page 6, lines 25-32). 

- Merely defining the method used to obtain a substance 
does not suffice to make this substance novel. Thus, the 
expression "generated by a genetically modified cell" does 
not impart any particular feature to the vesicles of Claim 
1. Said expression is redundant, with the term 
"recombinant" which does not confer any particular 
property on the corresponding MHC molecules; see also Box 
VIII-1. Thus, the membrane vesicles assayed in Figs. 1 and 
2 of Dl fulfil the criteria of Claims 1-2, 4 and 7-8. 

- Further, the mention of the source of the vesicle 
claimed in Claim 12 ("obtained from a mast cell") does not 
suggest that said vesicle (see Box VIII-1) has a 
particular feature, save that of having class II MHC 
molecules on its surface (see D2), similarly to the 
exosomes described in Dl. This is especially true since 
the term "derived" is vast and ambiguous; see also Box 
VIII-2. The peptide 418-427 of the antigen HSP 65 of 
Mycobacterium leprae can thus be considered to be a 
"heterologous molecule of interest"; consequently, the 
subject matter of Claims 12-14 is not novel. 
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- Claims 36 and 37 lack the technical features defining 
the relevant antibodies. The manner in which they are 
obtained does not necessarily give them any particular 
qualities. Thus, the novelty of said antibodies, 
particularly compared to those obtained from peptides 
taken up by natural MHC molecules, is challenged. 
Therefore, the use of the anti-HLA-DR antibody described 
in Dl anticipates the subject matter of Claims 36 and 37. 

- The sections shown in Fig. 1 correspond to exosomes 
"immobilized on a support", as indicated in Claim 45. 

- For the above-mentioned reasons, the subject matter of 
Claims 1-2, 4, 7-8, 12-14, 32-34, 36-37, 39 and 43-45 is 
not novel in view of Dl. 

- D2 studies the membrane vesicles secreted by mast cells 
derived from the bone marrow of a mouse which are MHC 
class II-enriched molecules (page 2633, Fig. 1). Their 
secretion into the extracellular surroundings is triggered 
by adding IgE that can bind onto -receptors present on 
their surface (page 2642, Fig. 7). 

- The IgE-antigen complex used in D2 is considered to be a 
"heterologous molecule of interest", linked to the 
membrane vesicles of the mast cells by interacting with 
the high-affinity receptor. Therefore, the subject matter 
of Claims 12-15, 32, 38 and 41 is not new. 

- D3 discloses that the dendritic cells, for example of 
human origin, secrete exosomes presenting transferrine 
receptors at their surface, but especially, MHC class I 
and II molecules (page 596, Figs. 2 and 3). Indeed, an 
exosome bearing the peptide (27-32) MART-l/MelanA can 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/02691 



activate an HLA-A2 clone specific to cytotoxic T- 
lymphocytes and stimulates the production of IFnY (page 
595, left-hand column, lines 22-30) . This system holds 
some prospects for the treatment of cancer. 

- The term "recombinant" used in Claim 1 does not impart 
any particular property to corresponding MHC molecules 
(see also Box VIII-1) . Thus, the membrane vesicles 
described in D3 meet the requirements of Claims 1 and 6-7 . 
D3 thus anticipates the subject matter of Claims 1, 6-7, 
32, 38-39 and 43-44. 

- For the above-mentioned reasons, Claims 1-2, 4, 6-8, 
12-15, 32-34, 36-39 and 43-45 do not comply with the 

requirements of novelty set forth in PCT Article 33 (2) . 

2) Inventive step : 

- Although novel, the subject matter of Claims 3, 5, 9-11, 
16-31, 35, 40, 42 and 46-47 does not appear to meet the 
requirements of inventive step. 

- The technical problem that the present application aims 
to solve is that of obtaining membrane vesicles of 
controlled composition. 

- The solution disclosed in the present invention is that 
•of using exosome-producing cells, in particular mast cell 
strains (A: Claims 18-19, 22 and 29) generating few MHC 
molecules (B: Claims 11 and 30), tranformed by recombinant 
DNA encoding a substance of interest (C: Claims 21 and 24) 

- i.e., MHC molecules (Claims 3, 5, 17, 20 and 26-28), a 
purifying molecule (Claim 9) or a tracer (Claim 10)- 
possibly expressed via an addressing signal in the 
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, • ic o-i and 31). Said exosomes, 
exosomes (D: Claims 16, 23, 2b ana jij 

possibly immobilized on beads (E: Claim 47) could have a 
plurality of applications (F) : obtaining antibodies (Claxm 
35), detecting complexes specific to the TcR receptor 
(Claim 40) and T-lymphocytes specific to an MHC-antibody 
complex (Claim 42) , or purifying cells (Claim 46) . 

- Dl anticipates the very essence of the invention since 
said document proposes that MHC-coding genes be inserted 
in exosome-producing cells with a view to further 
controlling the presentation of antigens on the surface of 
exosomes (page 6, lines 25-32) . 

- The present invention is thus only a generalization of 
the principle already stated in Dl regarding all molecules 
of interest (O . In view of said document, a person 
skilled in the art would have taken this step with 
reasonable chances of success. 

The other features included in the claims appear to be 

+ nrar Hre for a person skilled 
common knowledge or routine practice tor a p 

in the art: 

* rpll^ to produce exosomes 

- The advantageous use of mast ceils to pro 

(A) is disclosed in D2. 

- The absence of endogenous MHC molecules (B) would have 
been an obvious advantage to a person skilled in the art. 

- Since the presence of an addressing signal for proteins 
bound to the exosome membranes is known, their use (D) rn 
ensuring the proper localization of a protein of interest 
would have been a routine measure for a person skilled in 

the art. 
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- The immobilization. of vesicles (E) is considered to be a 
routine measure. 

- The applications envisaged (F) are common in this field 
of technology and are already being practiced with 
vesicles naturally presenting the required properties. 

- Therefore, Claims 1 to 47 do not meet the requirements 
of PCT Article 33(3) . 
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VII. Certain defects in the international application 

The foUowing defects in the form or contents of the international app.ication have been noted: 



Contrary to the requirements 
description does not cite Dl 
prior art disclosed therein. 



of PCT Rule 5.1 (a) (ii) , the 
or indicate the relevant 
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International application No. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



1) As stated in Box V-l, the origin (" recombinant" , Claims 
1-7, 9; "produced by a genetically modified cell", Claim 

1) or the source ("obtained from a mast cell or derived 
from a genetically modified mast cell", Claim 12) of the 
claimed vesicles does not suffice to confer novelty. Thus, 
it appears difficult to define said vesicles by using 
technical features (PCT Article 6), making them novel and 
inventive. In fact, even if they are obtained by means of 
a new and inventive method, the vesicles as such could 
have been found in a natural, adapted medium or could have 
been obtained synthetically, as suggested in Dl. 

2) The terms "derived" (Claims 12, 21 and 29; see also Box 
V-l) and "essentially" (Claims 11 and 30) are so vague and 
imprecise that they create a doubt as to the scope of the 
invention for which protection is sought (PCT Article 6) . 

3) The term "biological sample" used in Claims 36 and 39 
to 42, does not explicitly rule out an in vivo use under 
the provisions of PCT Rule 67(1) (iv), in the absence of 
clarification (PCT Article 6) . 

4) A feature introduced by the term "preferably" (Claims 5 
and 19) or "notably" (Claims 19, 35 and 46-47), is not 
taken into account to 'define the scope of the invention. 
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I. Base du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacementquiontM * 

pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 1 7)) : 



Description, pages: 

1_44 version initiale 



Revendications, N°: 

1-47 regue(s) le 



08/01/2001 avec la lettre du 03/01/2001 



Dessins, feuilles: 

1/1 0-1 0/1 0 version initiale 



donn6e sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de radministration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

* En ce aui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
fn^n^eT^n^ I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur base du hstage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis utterieurement a I'administration. sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La d6claration, selon laouelle le listage des sequences par ecrit et foumi ulterieurement ne va pas au-<Jela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques , 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraTne Tabulation : 



RAPPORT DEXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/02691 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, n w : 

□ des dessins, feuiiles : 

5. □ Le pr6sent rapport a 6X6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6X6 consid6r6es 

comme ailant au-del& de l'expos§ de I'invention tel qu'il a 6X6 66pos6, comme il est indiquS ci-aprfcs (rfcgle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit 6tre indiqute au point 1 et 
annex4e au present rapport) 

6. Observations comptementaires, le cas 6ch§ant : 

IV. Absence d'unite de I'invention 

1 . En rSponse k I'invitation k limiter les revendications ou k payer des taxes additionnelles, le d6posant a 

□ limits les revendications. 

□ pay6 des taxes additionnelles. 

□ pay6 des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limits les revendications ni payS des taxes additionnelles. 

2. C3 L'administration chargSe de I'examen pr&iminaire international estime qu'il n'est pas satisfait k ('exigence 

d'unite d'invention et decide, conform6ment k la rfegle 68.1 , de ne pas inviter le dSposant k limiter les 
revendications ou k payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration chargSe de I'examen pr&iminaire international estime que, aux termes des rfegles 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait k ('exigence d'unit6 de I'invention. 

H il n'est pas satisfait k I'exigence d'unit6 de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuille sSparee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait I'objet d'un examen pr6liminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

H toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n 03 . 

V. Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
duplication industrielle; citations et explications k I'appui de cette declaration 
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1. Declaration 
Nouveaut6 

Activitd inventive 



Oui: Revendications 3,5,9-11,16-31,35,40,42,46-47 

Non: Revendications 1-2,4,6-8,12-15,32-24,36-39,41,43-45 

Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-47 



Possibility (^application industrieile Oui: Revendications 1-47 

Non: Revendications 



2. Citations et explications 
volrfeuille separee 



VII. Irrtgularftes dans la demande Internationale 

Les irregularis suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande international, ont « constates : 
voirfeuilleseparee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la descnpfon : 
voirfeuille separee 
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II est fait reference aux documents suivants: 

D1: WO 97 05900 A 

D2: Molecular Biology of the Cell 

vol. 8, n° 12, 1997, pp 2631-2645 
D3: Nature Medicine 

vol. 4, n° 5, 1998, pp 594-600 



Concernant le point IV 
Absence d'unite de invention 

- Les caracteristiques techniques essentielles (voir aussi Points V-1 et VIII) des 
differentes revendications independantes suivantes, appartenant k I'invention, sont: 

. revendication 1 : vesicule membranaire comportant une molecule du CMH humain. 
. revendication 12 : vesicule membranaire comportant une ou plusieurs molecules 
heterologues. 

. revendication 21 : procede de production d'exosomes par culture d'une cellule 
comportant un acide nucleique recombinant codant pour une molecule definie. 
. revendications 36 et 37 : utilisation d anticorps obtenus a partir de vSsicules. 
. revendication 45 : composition comprenant des exosomes immobilises sur un 
support. 

- Ostensiblement, les produits ou methodes decrites dans ces differentes 
revendications independantes resolvent des probfemes techniques differents ou si un 
lien peut etre etabli entre elles, il n'est pas nouveau ou ne relive d'aucune activite 
inventive (voir ci-dessous Point V). 

De ce fait, la presente application ne respecte pas la regie d'unite de I'invention (Regie 
13PCT). 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 
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1) Nouveaute : 

- D1 foumit de nouveaux outils, a savoir des vehicules, pour la vaccination 
(revendication 7). II s'agit des exosomes, vesicu.es membranaires riches en molecules 
du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH), secretes par les cellules 
presentences d'antigfcnes. Ainsi apres endocytose et clivage, un ant,gene endogene 
ou exogene est pris en charge par le CMH de classe I ou II, respecfyement, et 
presente a la surface des exosomes dans une configuration lui conferant un fort 
pouvoir immunogene (revendication 4). Altemativement, le ^ 
charge par le CMH apres son incubation avec des exosomes v.des (p 6 1 33- p 7J 2). 
Differents types cellulaires sont capables de former des exosomes: lymphocytes B, 
macrophages ou cellules dendritiques (revendication 6), notamment de source 
Laine (Fig. 1). Un exosome portent a sa surface un peptide « re e* ^capable 
tfinduire une reponse par les lymphocytes T specifies (revend.cat.on 10). Par 
exemple, un exosome, riche en molecules du CMH de classe II car .ssu d un 
reticulocyte et arborant le peptide 418-427 de I'antigene HSP65 de Mycobacterium 
Leprae, active le clone 2F10 capable de reconnaitre ce peptide dans le contexte 
HLADR15 (Fig. 4). Cette reponse du systeme immunHaire cellulaire peut etre bloquee 
par rajout d'anticorps anti-HLA-DR. Afm de controler davantage la presentafon des 
antigenes a la surface des exosomes, II est propose d'introduire les genes codant le 
CMH dans les cellules productrices d'exosomes ou de construire des exosomes 
purement synthetiques a partir de liposomes (p 6, 1 25-32). 

- La P r6cision du precede mis en oeuvre pour obtenir un produit ne suffit pas a rendre 
ce produit nouveau. Ainsi, I'expression 'produite par une cellule modrf.ee 
genetiquement- ne confere aucune caracteristique particuliere aux ves.cules de la _ 
Lndication 1 . Cette expression est redondante avec le terme "recomb.nant qu. lu.- 
meme ne confere aucune propriete particuliere aux molecules du CMH 
correspondantes (voir aussi Point VII.-1). Ainsi, les vesicules membrana,es anatysees 
aux figures Fig. 1 et2deD1 repondent aux criteres des revendicat.ons 1-2,4 et 7-8 
Par ailleurs, la mention de la source de la vesicule revendiquee a la revend,cat.on 1 2 
(-obtenue a partir d'une cellule de mastocyte") n'implique aucune caractenst.que 
technique particuliere pour ladite vesicule (voir aussi Point VIII-1), a part celle de 
posseder des molecules du CMH de classe I. a sa surface (voir D2), comme pour .es 
exosomes decrits dans Dl.Ceci est d'autant plus vrai que l'express.on denvee est 
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Xrks large et vague (voir aussi Point VIII-2). Ainsi, le peptide 418-427 de Tantigene 
HSP65 de Mycobacterium Leprae peut §tre consid§r6 comme une "mol6cule 
h6t6rologue d'interet", rendant Pobjet des revendications 12-14 non nouveau. 

- Les revendications 36 et 37 manquent de caracteristiques techniques definissant les 
anticorps concents. La maniere dont ils sont obtenus ne leur confere pas 
n6cessairement des qualites particulieres. Ainsi, leur nouveaute, en particulier vis-a-vis 
de ceux obtenus avec des peptides pris en charge par des molecules naturelles du 
CMH, est contestee. De ce fait, I'utilisation de I'anticorps anti-HLA-DR decrit dans D1 
anticipe I'objet des revendications 36 et 37. 

- Les coupes presentees a la Fig. 1 correspondent k des exosomes "immobilises sur 
un support", comme indiqu6 k la revendication 45. 

- Pour les raisons mentionn§es ci-dessus, I'objet des revendications 1-2, 4, 7-8, 12-14, 
32-34, 36-37, 39 et 43-45 n'est pas nouveau au vu de D1 . 

- D2 etudie les vesicules membranaires secretees par les mastocytes issus de la 
moelle epiniere d'une souris. Elles sont riches en molecules du MHC de classe II (p 
2633, Fig. 1) et leur secretion dans le milieu extracellulaire est induite par I'ajout d'lgE 
capable de se fixer sur les r6cepteurs presents a leur surface (p 2642, Fig. 7). 

- Le complexe IgE-antigene utilise dans D2 est considere comme "une molecule 
h6terologue d'interet", Ii6e aux vesicules membranaires du mastocyte par interaction 
avec le recepteur de haute affinite. De ce fait, I'objet des revendications 12-15, 32, 38 
et 41 n'est pas nouveau. 

- D3 rapporte que les cellules dendritiques, par exemple d'origine humaine, secr^tent 
des exosomes presentant k leur surface des recepteurs k la tranferrine mais surtout 
des molecules du CMH & la fois des classes I et II (p 596, Fig. 2 et 3). Effectivement, 
un exosome portant le peptide (27-32) MART-1/MelanA est capable d'activer un clone 
HLA-A2 sp6cifique de lymphocytes T cytotoxiques et entrame une stimulation de la 
production de IFny (p 595, colonne de gauche, 1 22-30). Ce systeme offre des 
perspectives pour le traitement du cancer. 

- Le terme Recombinant" utilise dans la revendication 1 ne confere aucune propriety 
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particuliereaux mollies de CMH correspondantes (voir aussi Point V»1M*->» 
Lcuies membranaires dSc-i.es dans D3 r^den, -« £~ ££ET 
et 6-7. D3 antkape done le contenu des tevendioations 1 , 6-7, 32, 38-39 el 43 «. 

. Pour tes raisons mentionnees cktessus, las revendications 1-2, 4, W, 12-1 5, 32^4, 
SKW9, 41 et 4*45 ne remplissent pas las conditions da nouveaute enoncees & I Article 
33.2 PCT. 

o) Artivita inventive : 

. Bien que nouveau, I'objet des revendications 3. 5, 9-11,1 6-31 . 35 40, 42 et 46-47 ne 
semble pas pouvoir servir de base a la reconnaissance d'une activrte inventive: 

- Le probleme technique que se propose de resoudre la presents demande est 
I'obtention de vesicules membranaires de composition centrales. 

. La solution decrlte dans la presente invention est .-utilisation ^ff^^ 
d'exosomes, en particulier des souches de mastocytes (A: revend,cat.ons IMft^ 
29) produisant peu de mo.6cu.es de CMH (B: revendications 1 1 et 30), 
pa des ADN recombinants codant un produit d'interet (C: revend.cat,ons 21 e 24) -a 
sa oi des mo.ecu.es du CMH (revendications 3, 5, 17, 20 et 26-28) une Macule de 
puriLion (revendication 9) ou un marqueur (revendication 1 0)- qu, sera expnme dans 
Ls exosomes, eventuel.ement a .'aide d'un signal d'adressage (D: revend,cations 1 6, 
23 25 et 31) De tels exosomes, eventue.lement immobilises sur des billes (E. 
revendication 47) pourront avoir diverses applications (F): obtenir des anticorps 
(revendication 35), detecter des complexes specifiques du recepteur ™ 
(revendication 40) et des lymphocytes T specifiques d'un complexe ant,gene-CMH 
(revendication 42), ou purifier des cellules (revendication 46). 

- D1 anticipe I'essence-meme de Invention puisquil est propose dans ce document 
d'introduire les genes codant le CMH dans les cellules productrices tfexosomes, aftn 
de controler davantage la presentation des antigenes a la surface des exosomes (p 6, 1 
25-32). 

- La presente invention ne consiste done qu'en une generalisation a toute molecule 
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d'interet (C) du principe de]k 6nonce dans D1. Au vu de ce document, I'homme du 
m&ier aurait entrepris cette demarche avec des chances raisonnables de succds. 

Les autres caracteristiques, presentes dans les revendications, semblent relever des 
connaissances et de la routine de I'homme du metier: 

- L'utilisation avantageuse des mastocytes comme cellules productrices d'exosomes 
(A) est rapportee dans D2. 

- L'absence de molecules de CMH endogenes (B) aurait 6t§ un avantage evident k 
Thomme du metier. 

- La presence d'un signal d'adressage pour des proteines ancr^es dans les 
membranes des exosomes etant connue, leur utilisation (D) pour assurer la localisation 
conrecte d'une proline d'interet aurait ete une demarche de routine pour I'homme du 
metier. 

- Uimmobilisation de vesicules (E) est consideree comme une mesure de routine. 

- Les applications envisagees (F) sont courantes dans ce domaine technique et deja 
utjijsges avec des vesicules pr6sentant naturellement les propriet6s requises. 

- De ce fait, il est consider^ que les revendications 1 a 47 ne remplissent pas les 
conditions enoncees k I'Article 33.3 PCT. 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande intemationale 

Contrairement a ce qu'exige la rdgle 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans le document D1 et ne cite pas ce 
document. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 

1) Comme mentionne au Point V-1, rorigine ( D recombinante a , revendications 1-7, 9; 
"produite par une cellule modifiee genetiquemenf, revendication 1; ) ou la source 
("obtenue k partir d'une cellule de mastocyte ou derivSe de mastocyte modifiee 
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genetiquemenf , revendication 12) des vesicules revendiquees ne suffisent pas a les 
rendre nouvelles. Ainsi, il parait difficile de pouvoir definir ces vesicules par des 
caracteristiques techniques (Article 6 PCT), les rendant nouvelles et inventives. En 
effet, meme si elle sont obtenues par une methode nouvelle et inventive, les vesicules 
en tant que telles auraient pu etre trouvees dans un environnement naturel adapts ou 
auraient pu etre obtenues synth&iquement, comme propose dans D1. 

2) Les termes ■d§rivee u (revendications 12, 21 et 29; voir aussi Point V-1) et 
•essentlellement" (revendications 1 1 et 30) sont si vagues et si peu clairs qu'ils 
entrafnent un doute quant a l'6tendue de I'invention pour laquelle une protection est 
recherchee (Article 6 PCT). 

3) L'expression "echantillon biologique" utilisee dans les revendications 36 et 39 a 42 
n'exclut pas d'une maniere explicite une utilisation in vivo qui serait, en I'absence de 
clarification (Article 6 PCT), vis6e par les dispositions de la Regie 67.1 (iv) PCT. 

4) II est a noter qu'une caracteristique introduite par l'expression "de preference n 
(revendications 5 et 19) ou "notammenf (revendications 19, 35 et 46-47) n'est pas 
prise en consideration pour la definition de I'etendue de I'invention. 



( 



r- rovrr. -n» X-~-X _ /J^ 



\ 



r -45 

s 

REVENDICAHONS 

1 . V&icule membranaire produite par une cellule modifi£e g£n£tiquement, 
ladite v&icule comportant une molecule recombinante du complexe majeur 

S dliistocompatibilit^ humain. 

2. V&icule selon la revendication 1 caract&is6e en ce que la mol&ule 
recombinante du complexe majeur dliistocompatibilitg est une mol&ule de classe II, 

3. V&icule selon la revendication 2 caract&is& en ce que la moldcule recombinante 
du complexe majeur dTiistocompatibilitS de classe II est une chaine a. 

10 4. V&icule selon la revendication 2 caiact£ris£e en ce que la molteule recombinante 

du complexe majeur dlustocompatibilitS de classe II comprend une chaine a et une 
chaine p. 

5. V&icule selon Ike des revendications 2 & 4 caract&is6e en ce que la mol&ule 
recombinante du complexe majeur dlustocompatibilitS de classe II est choisie parmi les 

15 s6rotypesDR14DR13,depr6f6renceDR14DR7. 

6. V&icule selon la revendication 1 caract&is& en ce que la molecule 
recombinante du complexe majeur dliistocompatibilitS est une molecule de classe L 

7. V&icule selon Fune des revendications 1 k 6 caractSrisee en ce qu'elle comporte 
un complexe entre un peptide d&ini et la molecule recombinante du complexe majeur 

* 20 d'histocompatibilit6. 

8. V&icule selon l'une des revendications prdcddentes, caract£ris6e en ce qu'elle 
comporte en outre une ou plusieurs molecules h&&ologues d'int&et 

9. Vdsicule selon l'une des revendications pr6c6dentes, caract&isee en ce quelle 
comporte en outre un peptide ou une prot&ne recombinant permettant sa purification. 

25 10. V&icule selon les revendications pr&6dentes caract&is&s en ce qu'elle 

comporte un marqueur. 

11. V&icule selon l'une des revendications pi&6dentes, caract&isfe en ce qu'elle 
est essentiellement d6pourvue de mol&ules du CMH endogfcne. 

12. V&icule membranaire caract&iste en ce qu'elle est obtenue k partir d'une cellule 
30 de mastocyte ou d&ivfe de mastocyte modifi6e g£n£tiquement, et en ce qu'elle comporte 

une ou plusieurs mol6cules hdtdrologues d'int&St. 

13. V&icule selon la revendication 12, caract6ris6e en ce que la mol&ule d'int&St 
est une proline, un polypeptide, un peptide, un acide nucl&que, un lipide ou une 
substance de nature chimique, biologique ou synth6tique. 
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14. vesicule membranaire selon la revendication 13, caractensee en ce que la 

molecule heterology est une molecule du complexe majeur d-histoconmatibilite, un 

antigene, un ligand de receptee, un recepteur de ligand, un acide nucleique, un produit 

pharmacologique, un marqueur et/ou un peptide de purification. 
5 15. Vesicule selon la revendication 14, caractensee en ce qu'elle exprime un 

recepteur de ligand et en ce qu'elle coraporte une autre molecule heterologue d'interet 
16. Vesicule membranaire selon Tune quelconque des revendications 

precedentes, caracterisee en ce qu'elle comporte une molecule recombinante de fusion 

entre un polypeptide d'interSt et un signal d'adressage. 
10 17. Cellule productrice d'exosomes, caractenste en ce qu'elle comporte un ou 

plusieurs acides nucleiques recombinants codant pour une molecule du complexe majeur 

dliistocompatibilitd. 

18. CeUule selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule de 
mastocyte. 

15 19. Cellule selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une hgnee 

mastocytaire d'une leucemie a basopbile, notamment de la Ugnee RBL, de preference 
RBL-2H3. 

20. Cellule selon l'une des revendications 17 a 1.9, caracterisee en ce qu'elle 
comporte un acide nucleique recombinant codant pour une chaine a et/ou une chaine p 

20 d'une molecule du complexe majeur dliistocompatibilite de classe H et/ou pour une 
molecule du complexe majeur dTiistocompatibilitd de classe I. 

21. Proc6de de production d une vesicule membranaire selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 16, comportant une molecule recombinante definie, comprenant 
les tapes suivantes: 

25 a) la culture d'une cellule de mastocyte ou derivee de mastocyte comportant un 

acide nucleique recombinant codant pour ladite molecule recombinante difinie, 

c) la recupdration des vesicules produits par lesdites cellules, ces v&icules 
comprenant ladite molecule recombinante definie. 

22. Proc6d£ selon la revendication 21, caractense en ce qu'il comprend une etape 
30 intermediaire b) au cours de laqueUe les cellules sont stimulees pour induire et/ou 

augmenter la secretion des exosomes.. 

23. Precede selon la revendication 21 ou 22 caracterise en ce que la molecule 
recombinante definie est exposee a l'exterieur de 1'exosome, ou est incluse, en partie ou en 
totalite, dans la fraction cytosolique de 1'exosome. 



\ 



47 



24. Procede selon Fune des revendications 21 £ 23, caracterise en ce que la molecule 
recombinante est une molecule du complexe majeur dliistocompatibilite, une molecule 
antig6nique, un ligand de r&epteur, un r&epteur de ligand, un peptide de purification ou 
tout autre polypeptide d'int&St 
5 25. Precede selon Fune des revendications 21 k 24 caracterise en ce que l'acide 

nucieique comprend en outre une i£gion codant pour un signal d'adressage vers les 
compartiments membranaires du mastocyte. 

26. Procede de preparation d*un exosome comportant un complexe peptide-CMH de 
composition definie, caracterise en ce qu'il comprend: 

10 - la culture d'une cellule productrice d'exosomes comprenant un ou plusieurs acides 

nucieiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant k leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH, et, 

15 - la mise en contact des exosomes avec le ou les peptides. 

27. Precede de preparation d*un exosome comportant un complexe peptide-CMH de 
composition definie, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la culture d'une cellule productrice d'exosomes comportant un ou plusieurs acides 
nucieiques recombinants codant pour une molecule recombinante definie du CMH et un 

20 acide nucieique comprenant une region codant pour un peptide recombinant defini, 

- la stimulation des cellules pour induire une liberation des exosomes, 

- la recuperation des exosomes produits par lesdites cellules, ces exosomes 
exprimant a leur surface ladite molecule recombinante definie du CMH associee audit 
peptide recombinant. 

25 28. Proc6de selon la revendication 27, caracterise en ce que l'acide nucieique codant 

pour le peptide recombinant code pour un derive de la chaine invariante li, dans lequel la 
region CLIP a ete deietee et substituee par ledit peptide. 

29. Precede selon Tune des revendications 26 k 28 caracterise en ce que la cellule 
productrice est une cellule de mastocyte ou derivee de mastocyte. 
30 30. Precede selon Fune des revendications 26 k 29 caracterise en ce que la cellule 

productrice est essentiellement depourvue de molecule du CMH endog&ie. 

3 1 . Procede de modification de la composition d*un exosome, comprenant 

- Introduction dans une cellule productrice d'exosomes d'un acide nucieique codant 
pour une molecule definie, H6e k un signal d'adressage dans les compartiments 

35 membranaires, et, 
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- la production d'exosomes a partir de ladite cellule. 

32. Composition comprenant une ou plusieurs vfeicules membranaires selon l'une 

des revendications 1 a 16. 

33. Utilisation d'une vesicule selon l'une des revendications 1 a 16 pour la 
5 production d'anticorps, polyclonaux et/ou monoclonaux. 

34. Precede de production d'anticorps, comprenant rimmunisation d'un animal avec 
une vesicule selon la revendication 7 et la recuperation des anticorps et/ou des cellules 
produisant des anticorps ou impliquees dans la rdponse immunitaire. 

35. Precede selon la revendication 34, pour la production d'anticorps monoclonaux, 
0 notammentspecifiquesdel'associationCMH-peptide. 

36. Utilisation d'un anticorps obtenu selon la revendication 34 ou 35, ou d'un 
fragment d'un tel anticorps, pour la detection, dans un echantillon biologique, de la 
presence d'antigenes specifiques correspondants. 

37. Utilisation d'un anticorps produit selon la revendication 34 ou 35, d'un fragment 
15 d'un tel anticorps, ou d'une vesicule selon la revendication 1 pour la preparation d'une 

composition therapeutique destinee a inbiber l'interaction entre le recepteur d'un 
lymphocytes T et le complexe CMH-peptide pour lequel il est specifique. 

38. Utilisation d'une vesicule membranaire selon l'une des revendications 1 a 16 
pour la detection in vitro ou ex vivo de partenaires specifiques d'une molecule proteique 

20 dans un echantillon biologique. 

39. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un complexe CMH- 
peptide pour la detection de lymphocytes T specifiques de ce complexe dans un 

Echantillon biologique. 

40. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un recepteur TcR 
25 pour la detection de complexes peptide-CMH specifiques de ce recepteur dans un 

echantillon biologique. 

41. Utilisation selon la revendication 38 d'un exosome portant un recepteur de 
ligand pour la detection de la presence dudit ligand dans un echantillon biologique. 

42. Methode pour la detection in vitro ou ex vivo de la presence de lymphocytes T 
30 specifiques de complexes antigene-CMH dans un echantillon biologique, comprenant la 

mise en contact dudit echantillon avec un exosome marque selon la revendication 7, 
comportant ledit complexe antigene-CMH, et la raise en evidence du marquage de 
lymphocytes T dans ledit echantillon. 

43. Utilisation d'une vesicule selon la revendication 7 pour ramplification donate 
35 et/ou la stimulation ex vivo de lymphocytes T cytotoxiques ou auxUiaires. 
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44. Utilisation (Tune v&icule selon l*une des revendications 12 h 16 pour la 
preparation d*une composition destin6e & v6hiculer ladite molecule vers une cellule. 

45. Composition comprenant une ou plusieurs v£sicules membranaires 
immobili$6es sur un support 

5 46. Utilisation d*une v&icule membranaire selon ftine des revendications 1 k 16, 

notamment sous forme immobilis& sur un support, pour la purification de cellules. 

47. Composition selon la revendication 45, comprenant one ou plusieurs 
v&icules membranaires immobilizes sur une bille, notamment une bille en latex ou 
une bille magn&ique. 
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1. Membrane vesicle, characterised in that it 
comprises a recombinant molecule/of the human major 
Histocompatibility complex. 

2. Vesicle according to /claim 1, characterised 
in that the recombinant moiecule of the major 
Histocompatibility complex is J class II molecule. 

3. vesicle according to claim 2, characterised 
in that the recombinant class/ II molecule of the major 
Histocompatibility complex is/ an a chain. 

4. vesicle according to claim 2, characterised 
in that the recombinant clafes II molecule of the major 
Histocompatibility complex /comprises an a chain and a P 
chain . 

5. vesicle according to any of claims 2 to 4, 
characterised in thaJ the recombinant class II 
molecule of the major histocompatibility complex is 
chosen from among the serotypes DRl to DR13, preferably 
from DRl to DR7. 

6. Vesicle according to claim 1, characterised 
20 in that the recombnjLant molecule of the major 

Histocompatibility convex is a class I molecule. 

7. Vesicle acc ording to any of claims 1 to 6, 
characterised in that it contains a complex between a 
defined peptide and Uhe recombinant molecule of the 
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25 major Histocompatibili 



ty complex. 
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8. Vesicle according to any of the preceding 
claims, characterised in that it Also contains one or 
more heterologous molecules of interest. 

9. Vesicle according to any of the preceding 
claims, characterised in that/ it also contains a 
peptide or a recombinant /protein enabling its 
purification. 

10. Vesicle according/ to the preceding claims, 
characterised in that it compfrises a tracer. 

11. Vesicle according to any of the preceding 
claims, characterised in that it is essentially free of 
molecules of the endogenous; MHC . 

12 . Membrane vesicae characterised in that it 

fte or mastocyte derived cell, 

one or more heterologous 



is obtained from a mastoc 
15 and in that it contai 
molecules of interest. 



13. Vesicle according to claim 12, 
characterised in that the molecule of interest is a 
protein, a polypeptide^ a peptide, a nucleic acid, a 

20 lipid or a substancd of chemical, biological or 
synthetic nature, 

14. Membrane Reside according to claim 13, 
the heterologous molecule is a 

Histocompatibility complex, an 
25 antigen, a receptor ligand, a ligand receptor, a 
nucleic acid, a pharmacological product, a tracer 
and/or a purification peptide. 



characterised in that 
molecule of the major 
antigen, a receptor 



/ 
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15. Vesicle according jo claim 14, 
characterised in that it expresses/a ligand receptor, 
and in that it contains another yfeterologous molecule 
of interest. 

16. Membrane vesicle, characterised in that it 
contains a recombinant fusiofe molecule between a 
polypeptide of interest and an Addressing signal. 

17. Exosome-producing /cell, characterised in 
that it contains one or more/recombinant nucleic acids 
coding for a molecule of thi major Histocompatibility 
complex. 

18. Cell according L> claim 17, characteried in 
that it is a mastocyte cell. 

19. Cell according to claim 18, characterised 
in that it is mastocyte line of a basophilic leukemia, 
in particular of the RBLfline, preferably RBL-2H3. 

20. Cell according to claims 17 to 19, 
characterised in that/ it comprises a recombinant 
nucleic acid coding foJ an a chain and/or a p chain of 
a class II molecule if the major Histocompatibility 
complex and/or for a [class I molecule of the major 
Histocompatibility comblex. 

21. Method for producing an exosome containing 
a defined recombii ant molecule, comprising the 
following steps : 

a) culture o : a mastocyte or mastocyte -derived 
cell containing a recombinant nucleic acid coding for 
said defined recombinant molecule, 



79 

c) recovery of the exosomes /produced by said 
cells, these exosomes containing said defined 
recombinant molecule. 

22. Method according to cl&im 21, characterised 
5 in that it comprises an intermediate step b) during 

which the cells are stimulated to induce and/or 
increase the secretion of exosoirtes. 

23. Method according /to claim 21 or 22, 
characterised in that the defined recombinant molecule 

10 is exposed outside the exosonj^, or is included, wholly 
or in part, in the cytosolic fraction of the exosome. 

24. Method according/ to any of claims 21 to 23, 
characterised in that the / recombinant molecule is a 
molecule of the major Histocompatibility complex, an 

15 antigenic molecule, a Receptor ligand, a ligand 
receptor, a purification peptide or any other 
polypeptide of interest. 

25. Method according to any of claims 21 to 24, 
characterised in that the nucleic acid also comprises a 

20 region coding for an addressing signal towards the 
membrane compartments of / the mastocyte . 

26. Method for preparing an exosome containing 
a peptide-MHC complex of defined composition, 
characterised in that ip comprises : 

25 - culture of an exosome -producing cell 

containing one or more /recombinant nucleic acids coding 
for a defined recombinant molecule of the MHC, 
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stimulation of the cells 
of the exosomes, 



/ 



(to induce release 



recovery of the exosoihes produced by said 
cells, these exosomes expressing /on their surface said 
5 defined recombinant molecule of the MHC, and 

placing the exosomis in contact with the 
peptide or peptides. 

27. Method for preparing an exosome containing 
a peptide-MHC complex if defined composition, 
10 characterised in that it comprises : 

culture of In exosome -producing cell 
containing one or more recombinant nucleic acids coding 
for a defined recombinant molecule of the MHC and a 
nucleic acid containing Jk region coding for a defined 
15 recombinant peptide, 

- stimulation/of the cells to induce release 
of the exosomes 

recovery o^ the exosomes produced by said 
cells, these exosomes/ expressing on their surface said 
defined recombinant mjblecule of the MHC associated with 
said recombinant pepoide. 

28. Method according to claim 27, characterised 
in that the nuclei< acid coding for the recombinant 

a derivative of the li invariant 
CLIP region has been deleted and 
peptide . 



20 



25 



peptide codes for 
chain, in which the 
substituted by said 



J 
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29. Method according to any of/ claims 26 to 28, 
characterised in that the producer gfell is a mastocyte 
or mastocyte-derived cell, 

30. Method according to arty of claims 26 to 29 # 
5 characterised in that the producer cell is essentially 

free of molecules of the endogenous MHC. 

31. Method for modifying the composition of an 
exosome, comprising : / 

insertion into an exosome-producing cell of 
10 a nucleic acid coding for a defined molecule, bound to 
an addressing signal in the membrane compartments, and 

production of ^sxosomes from said cell . 

32 . Composition c/ontaining one or more membrane 
vesicles according to an^ of claims 1 to 16. 

15 33. Use of a vesicle according to any of claims 

1 to 16 for the production of polyclonal and/or 
monoclonal antibodies./ 

34. Method for producing antibodies, comprising 
immunisation of an animal with a vesicle according to 

20 claim 7 and recovery of the antibodies and/or cells 
producing antibodies or involved in the immunity 
response . 

35. Method / according to claim 34 for the 
production of monoclonal antibodies, in particular 

25 specific for the MHC-peptide association. 

36. Use off an antibody obtained according to 

claim 34 or 35, or of a fragment of said antibody, for 

/ 
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the detection, in a biological sample/ of the presence 
of corresponding specific antigens. 

37. Use of an antibody produced according to 
claim 34 or 35, of a fragment of said antibody, or of a 

5 vesicle according to claim 1 for/ the preparation of a 
therapeutic composition intended to inhibit the 
interaction between the receptor of a T-lymphocyte and 
the MHC-peptide complex for which it is specific. 

38. Use of a membran^ vesicle according to any 
10 of claims 1 to 16 for £he detection of partners 

specific for a protein mole'cule in a biological sample. 

39. Use according/ to claim 38 of an exosome 
carrying a MHC-peptide ccfmplex for the detection of T- 

lymphocytes specific to/ this complex in a biological 

/ 

15 sample. / 

r 

40. Use according to claim 38 of an exosome 
carrying a TcR receptor for the detection of peptide- 
MHC complexes specific to this receptor in a biological 
sample . / 

2 0 41. Use according to claim 38 of an exosome 

carrying a ligand Jeceptor for the detection of the 
presence of said ligknd in a biological sample. 

42. Method for the detection of the presence of 
T-lymphocytes specific to antigen-MHC complexes in a 

25 biological sample, I comprising placing said sample in 
contact with an exosome labelled according to claim 7, 
containing said antigen-MHC complex, and evidencing the 
labelling of T-lymphocytes in said sample. 
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43. Use of a vesicle acco/ding to claim 7 for 
the clonal amplification and/or Ax vivo stimulation of 
cytotoxic and/or auxiliary T-lWiphocytes . 

44 . Use of a vesicle according to any of claims 
5 11 to 16 for the preparation of a composition intended 

to vehicle said molecule towards a cell. 

45. Composition containing one or more exosomes 
immobilised on a support./ 



46. Use of a membrane vesicle according to any 
10 of claims 1 to 16, in particular in immobilised form on 
a support, for the purification of cells. 
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deposant coXrTnement a r article 1 a Une copie en est transmise au Bureau international. 



Ce rapport de recherche Internationale comprend 



. feuilles. 



[X] II est aussi accompagne <fune copie de chaque document relatif a fetat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a » effective sur la basede lademande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point 

□ la recherche intemationale a ete effectuee sur la base cfune traduction de la demande intemationale remise a radministration 

b En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
* la recherche intemationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
[j contenudans la demande intemationale, sous forme ecrite. 
Q deposee avec la demande taterrutionale, sous forrro 
Q remis utterieurement a radministration, sous forme ecrite. 
|~| remis utterieurement a radministration, sous forme dechiffrabie par ordinateur. 

n La declaration, seton laquelle le listage des sequences prdsente par ecrit et foumi ulterieurement ne vas pas au-dela de la 

divulgation f aite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 
PI La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrabie par ordinateur sort identiques a celles 
— du listage des sequences presertte par ecrit, a ete foumie. 

□ II a Ste estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre rob|et d'une recherche (voir le cadre I). 
[-""[ || y a absence d unrt^del lnventlon (voir le cadre II). 



2. 
3. 



4. En ce qui concerne le titre, 

PC] letexte est approuve tel qu'il a ete remis parte deposant 
|~~| te texte a ete etabli par ('administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abreg6 f 

[y\ letexte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

i* t*vt ft franraduit dans le cadre III) a ete etabli par radministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

□ £ess^ un delai <f un mois a oompter de la date d' expedition du present rapport 
de recherche intemationale. 

La figure des desslns a puttier avec rabrege est la Figure n° _— ■ 

• — . , t , . 1X1 Aucune des figures 

□ suggeree par le deposant n'est a publier 

| | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
| | parce que cette figure caracterise mieux r invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuflle) (jufflet 1998) 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMAND E , 

CIB 7 C12N5/10 A61K39/385 C07K16/00 
A61K39/395 



C12N15/12 G01N33/50 



Selcn la classification Internationale des brevets (CiB) ou a la tote seion la classification nationale et la CIB 



B. DOMAJNES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minim ale consuttee (systeme de classification suivi des symbol es de classement) 

CIB 7 C12N A61K 



Documentation consuttee autre que la documentation mirdmale dans la mesure ou ces documents rel event des domaines sur lesquets a porte la recherche 



Base de donnees electronlque consuttee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



<X DOCUMENTS CONSIDEflES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, Hn<fi cation des passages pertinents 



no. des revendScations visees 



WO 97 05900 A (RIJKSUNIVERSITEIT TE LEIDEN 
ET AL.) 20 fevrier 1997 (1997-02-20) 
page 6, ligne 13 - ligne 32; 
revendi cations 

G. RAP0S0 ET AL.: "ACCUMULATION OF MAJOR 

HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX CLASS II 

MOLECULES IN MAST CELL SECRETORY GRANULES 

AND THEIR RELEASE UPON DEGRANULATION." 

MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, 

vol. 8, no. 12, decembre 1997 (1997-12), 

pages 2631-2645, XP0021 13183 

BETHESDA, MD, US 

cite dans la demande 

page 2643, colonne de gauche, alinea 2 

-colonne de droite, alinea 1 

-/-- 



1-7,17, 
20 



1-46 



[ y| Voir ta suite du cadre C pour la fin de la Hste des documents 



Les documents de families de brevets sont incfiques en annexe 



• Categories sped ales de documents cites: 

"A" document definlssant Petat general de la technique, non 

considere comme particuiierement pertinent 
*E" document anterieur. mais pubfie a la date de depot international 

ou apres cette date 
V document pouvant Jeter un doute sur une reveno5cation de 

priori te ou cite pour determiner ta date de publication d*une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qtfindiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une. exposition ou tous autres moyens 

"P" document pubG6 avant la date de ddpdt international, mais 
posteneurement a la date de priorite" revencfiquee 



T" document uiterieur pubfi6 apres la date de depot international ou la 
date de priority et n'appartenenant pas a 1'etat de ta 
technique pertinent, mais cite" pour comprendre le princtpe 
ou la theon'e constituant ta base de I Invention 

"X" document particuGerement pertinent; Hnven tion revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvefle ou comme impfiquant une activite 
inventive par rapport au document consider^ isotement 

"Y" document partkxjOerement pertinent; finven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impfiquant une activity inventive 
lofsque le document est assccie a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combtnaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'&■ document qui fait partie de la meme famiOe de brevets 



Date a taquetle ta recherche international e a ete effectivement achevee 



19 avril 2000 



Date cTexpealtjon du present rapport de recherche intemationate 



27/04/2000 



Nom et adresse postal e de radministration chargee de la recherche Internationale 

Office Europeen des Brevets, P.B. 5816 Patenttaan 2 

NL-2280HVRijswlk 

Tel. (431 -70) 340-2040, Tx. 31 651 eponi, 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autodse 



Ryckebosch, A 



FomUako PCT7ISA/210 (dsux(6me fauSle) QMeU 1992) 



V | . CT/FR 99/02691 


C(suKe) DOCUMENTS CONSIDERESCOUME PERTINENTS 


Cateflorie* 


Identtflcatlon des documents cn6s, avec,te cas echeant, rindieaUondes passages pertinents i 




A 


G. RAPOSO ET AL.: "B LYMPHOCYTES SECRETE 

ANTIGEN-PRESENTING VESICLES." 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, 

vol. 183, mars 1996 (1996-03), pages 

1161-1172, XP002060486 

NEW YORK, N.Y., US 

cite dans la demande 

page 1170, colonne de droite, alinea 2 
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A 


L. ZITVOGEL ET AL.: "ERADICATION OF 
ESTABLISHED MURINE TUMORS USING A NOVEL 
CELL-FREE VACCINE: DENDRITIC CELL-DERIVED 
EXOSOMES." 
NATURE MEDICINE, 

vol. 4, no. 5, mai 1998 (1998-05), pages 

594-600, XP002085387 

new york, n.y., us 

cite dans la demande 

page 594, colonne de droite, alinea 1 
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Publication 
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Publication 
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